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INTRODUCCION

1.0 MADURACION EPIDIDIMARIA

Las caracteristicas estructurales de los espermatozoides son el fiel reflejo de sus
actividades funcionales tnicas. El acrosoma contiene enzimas esenciales para la fertilizacion,
mientras que el flagelo tiene :a maquinaria y las fuentes de energia que son necesarias para su
desplazamiento. La velocidad de desplazamiento y las modalidades de movilidad del
espermatozoide tiene un patrén de maduracién epididimaria similar para la mayoria de las
espécies de mamiferos, incluyendo al humano, (Yeung y Woolley, 1984).

Los espermatozoides de una gran variedad de especies de mamiferos hasta ahora
estudiados, sufren una serie de modificaciones biomorfol6gicas durante su transito a través del
epididimo, donde fundamentalmente cambia su patrén de actividad flagelar y adquieren la
capacidad de reconocer y fertilizar al ovocito,

Este conjunto de modificaciones forman parte del proceso denominado maduracion del
espermatozoide. Se entiende por maduracién del espermatozoide al proceso biolégico que se
inicia durante su transito por el epididimo, continia después de la eyaculacién y finaimente
concluye en el tracto genital femenino mediante los procesos llamados capacitacion y reaccion
acrosomal. Esta serie de modificaciones confiere al espermatozoide su capacidad funcional,
movilidad y capacidad fertilizante (Hernandez-Pérez y Rosado,1988).

Desde un punto de vista morfoldgico durante la maduracidon epididimaria ocurre la
migracion de ia gota citoplasmatica y la maduracion de algunos de los componentes cito-
estructurales como el acrosoma, el nicleo y el flagelo (Hemandez- Pérez y Rosado, 1988). En
efecto los cambios existentes en la composicion de la membrana y su organizaciéon contribuyen
a las modificaciones bioquimicas y funcionales, las cuales estan reflejadas por cambios en la
carga de la superficie membranal, union a lectinas, fuidez de la membrana, composicién
lipidica, composicién de proteinas y la adicién de anticuerpos que se unen al espermatozoide
durante su viaje por el epididimo (Eddy y O’Brien, 1994).
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1.1. MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA CITOPLASMICA DURANTE LA MADURACION
EPIDIDIMARIA.

Los espermatozoides de mamifero, durante su maduracién en el epididimo, sufren
diférentes cambios en su membrana que contribuyen al desarrollo de la movilidad progresiva y
la capacidad de fertilizar al ovocito. La maduracion depende de cambios en la superficie
membranal, los cuales pueden estar restringidos a regiones especificas de la membrana tales
como la regién del acrosoma, la regién postacrosomal o segmentos flagelares y ain mas,
pueden suceder éstos tanto en el interior de la membrana (parte hidrofébica) como en los

exteriores de uno y otro lado de la misma.(Yanagimachi, 1981).

La maduracién epididimaria, es acompaiiada de un incremento consistente en la
viscosidad de la membrana. Se ha observado que el contacto de los espermatozoides con las
secreciones de las glandulas accesorias durante la eyaculacion incrementa este parametro.
Estos resultados llevan a pensar que la adquisicion de la movilidad progresiva del
espermatozoide y su capacidad fertilizante son, al menos en parte, debidas a las modificaciones

en la fluidez de la membrana (Mercado y col., 1992).

Desde el descubrimiento en el plasma seminal del toro de una proteina estimuladora de
la movilidad progresiva del espermatozoide (FMP) (Ascott y Hoskins; 1981), y la presencia de
proteinas en el epididimo (Brand y col., 1978) crean interés en el papel que juegan las proteinas
secretadas por el epididimo y el efecto que tendrian sobre la movilidad del espermatozoide,
particularmente con respecto a las interacciones directas entre proteinas especificas del
epididimo y del espermatozoide. No transcurrié mucho tiempo en mostrarse que algunas de las
proteinas que interactuaban con la membrana del espermatozoide eran sintetizadas en el
epididimo, encontrandose en la rata tres proteinas, de pesos moleculares 18.5 KDa, 19 KDa y
23 KDa, que son sintetizadas en la cabeza del epididimo obedeciendo a un contro! hormonal (D'
Agustino y Jones, 1980). Posterior mente estos mismos autores demostrar6n que estas
proteinas son sintetizadas bajo el control hormonal de andrégenos y mostraban acciones
similares a la a-lactoalbimina, sugiriendo también que actuaban en conjunto con las
glicosidasas y las glicosiltransferasas epididimarias, las cuales modifican los azucares de las
glicoproteinas unidas a la superficie membranal del espermatozoide. Se ha observado también
que existen diferencias sustanciales en la composicion protéica del contenido luminal de la rete
testis en comparacion con la del plasma epididimario en la rata, y que existe una reorganizacion
de la arquitectura molecular de la membrana del espermatozoide, observada por la disminucion
en la cantidad de proteinas durante su maduracién en el epididimo. No obstante esta

disminucién, no se presentan en todas las proteinas, las proteinas con 21KDa dismindyeron,
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mientras las proteinas 23 KDa no mostraron cambios en su concentracion, sugiriéndose que la

modificacién de la estructura proteica de la membrana del espermatozoide se modifica de una -

manera selectiva y especifica.

Por otro lado Klinefelter y Hamilton (1984) al incubar espermatozoides de testiculo de
rata en segmentos tubulares de epididimo, que aparentemente mantenian la integridad funcional
y estructural de los epitelios luminales, demostraron que después de tres dias de incubacién los
espermatozoides mostraban movimientos progresivos que implicaban que algunos aspectos de
la maduracion espermatica iiabian ocurrido en este sistema m whe. Al proseguir estos estudios,
fué posible observar la participacion de una molécula 46 KDa que pudo ser identificada como
galactosil-tranferasa y otra de 23 KDa que fué detectada con anticuerpos para o-lactalbumina
(Klinefelter y Hamilton, 1985), sugiriendo que el complejo o-lactalbumina y la galactosil-
transferasa se encuentran presentes en el epididimo y que el proceso de maduracion
epididimaria comprende el procesos de glicosilacién de algunas proteinas membranales del
espermatozoide. E! desarrollo progresivo de estos cambios modifica la capacidad de transporte
y las actividades enziméticas de la membrana plasmética, asi como también afecta la habilidad

de participacion de la membrana en los eventos de reconocimiento y fusion durante la
fertilizacion.

Es claro que muchos de los cambios de la superficie exterior de la membrana
plasmatica pueden atribuirse a la pérdida, adicién, exposicion o modificacion de
macromoléculas especificas, resultantes de la interaccidon del espermatozoide con el ambiente
luminal del conducto epididimario (Olson y Danzo, 1981). Si bien algunos cambios extemos en
la superficie del espermatozoide son resultado de modificaciones intrinsecas de la membrana
plasmaética por la accién de las enzimas contenidas en el fluido luminal, también muchos de
estos cambios son debidos al intercambio, o la unién pasiva a la superficie del espermatozoide
de polipéptidos producidos por el epitelio del epididimo (Olson y col., 1987).

Recientemente se ha observado que la interaccién del espermatozoide con proteinas
que forman parte del contenido normal del fluido luminal del epididimo, contribuye al desarrollo
de la capacidad de movimiento progresivo del espermatozoide (Thomas y Meizel,1984; Olson y
col.,1987; Boué y Sullivan, 1993). En diversas especies, los espermatozoides adquieren esta
capacidad como resultado de su estancia en regiones especificas del epididimo, donde se
secretan este tipo de macromoléculas que interactian con la superfice del espermatozoide.
Wong yTsang (1982) presentan datos que sugieren la unién especifica de un polipéptido con
peso molecular de 32 KDa presente en el fluido luminal de la cola del epididimo. Brooks y
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Tiver, (1983) también presentan evidencias que indican que en condiciones in vitro un grupo
suigeneris de polipéptidos del fluido luminal de la cola de epididimo de la rata, se une
especificamente, a espermatozoides inmaduros. Olson y col. (1987) demuestra que existen

componentes proteicos con peso molecular de 26 KDa que estan presentes en el fluido luminal
de la cola del epididimo de rata y que se unen a la membrana del flagelo del espermatozoide.
Por medio de la aplicacién de técnicas inmunohistoquimicas se ha observado que los
componentes 26 KDa pueden inicialmente localizarse sobre el espermatozoide a nivel de la
parte proximal del cuerpo del epididimo, uniéndose exclusivamente a la membrana del flagelo,
observandose que la aparicion de estos componentes proteicos preceden a la adquisicién de la
capacidad fertilizante del espermatozoide. Boué y Sullivan (1993), utilizando anticuerpos
monoclonales para la proteina de peso molecular de 26 KDa encontrada en epididimo de
hamster, determinarén que el espermatozoide humano posee una proteina antigénicamente
relacionada con la de hamster y también con un peso molecular de 26 KDa. Esta proteina se ha
localizado en la regi6n acrosomal de los espermatozoides obtenidos de ia cabeza del epididimo
y se incrementa en los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo. El efecto del
anticuerpo contra esta proteina de 26KDa sobre la habilidad fertilizante del espermatozoide
humano fué evaluada por ensayos de unién del espermatozoide a zona pelicida de ovocitos de
humano, encontrandose una disminucién significativa en el nimero de espermatozoides que se
unen a la zona pelicida. También se observé un efecto de inhibicién de la movilidad de los

espermatozoides capacitados y tratados con este anticuerpo.

La funcién de los componentes proteicos aislados de las secreciones obtenidas de
regiones especificas del epididimo y que se unen selectivamente al espermatozoide se
encuentran hasta el momento insuficientemente entendida sin embargo, los datos existentes
sugieren que los polipéptidos del epididimo participan en la adquisicion de la capacidad
fertilizante del espermatozoide, ain cuando muchos de los componentes involucrados no han
sido bien caracterizados. En el conejo, se ha descrito la presencia de un componente especifico
del epididimo que actia como estabilizador del acrosoma. Esta importante participacion en la
estabilizacion de la membrana previene la ocurrencia prematura de la reaccién acrosomal. Sin
embargo, este factor estabilizador de la membrana ha sido encontrado a lo largo de toda la
membrana y no sélo en la regién acrosomal, lo que sugiere que este factor tenga funciones
estabilizadoras de orden més general (Thomas y Meizel , 1988). Asi mismo en el
espermatozoide de bovino se ha encontrado una proteina de origen epididimario, la cual se une
a la superficie del espermatozoide y en conjunto con los inhibidores de la fosfodiesterasa,
estimula la movilidad progresiva de los espermatozoides inmaduros ( Acott y Hoskins, 1981).
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Otro tipo de cambios que ocurren durante la maduracion epididimaria incluyen modifica-
ciones en la distribucién sobre la superficie de sitios de unién para ConA y cambios en la
cantidad y cinética de estos sitios de unién para otras diferentes lectinas. Olson y Danzo (1981),
mencionan que existen cambios en la capacidad de aglutinacion del espermatozoide de rata por
accién de la ConA, indicando que existen entre 15 y 25% mas de sitios de unién en la region de
la cabeza que en la region de la cola del espermatozoide. En este mismo trabajo Olson
demostré que tanto en la cola del espermatozoide como en la cabeza del mismo existen
diferencias en el arreglo y abundancia de receptores a ConA relacionados con la permanencia
del espermatozoide en epididimo. En los conejos ha sido demostrado que durante el paso del
espermatozoide de la cabeza del epididimo a la cola del mismo, se presenta un incremento en
la aglutinabilidad al ser incubados con aglutininas derivadas del germen de trigo (WGA), un
ligero decremento de la aglutinabilidad por la lectina del Ricinus communis 120 (RCA) y, en
cambio, no se observan cambios en la aglutinabilidad inducida por ConA (Nicoson y col., 1977).
Hammerstedt y col. (1982), reportan la existencia de aglutinacion masiva en los
espermatozoides obtenidos de la region de cabeza y cola de epididimos de oveja cuando estos
son incubados con Con A, pero no en los obtenidos del cuerpo del epididimo. En contraste,
cuando son incubados con WGA, ésta no induce agiutinacién en los espermatozoides de cabeza
pero si la induce en los espermatozoides obtenidos de la parte proximal y distal de la cola del
epididimo.

Estas diferencias en la aglutinabilidad de los espermatozoides, reflejan los cambios que
existen en los carbohidratos expuestos en la superficie membranal como son: D-Galactosa, L-
Fructosa, N-ac-GLU-NH2 Hammerstedt y col.( 1982). Este grupo reporta también que existen
cambios importantes en los puntos isoeléctricos de componentes aisiados de la membrana,
encontrando cambios en la carga neta del glicocalix de los espermatozoides epididimarios,
observando que esta carga es alterada antes de que el espermatozoide entre a la parte media
de la cabeza del epididimo. También es posible asegurar que las alteraciones en la naturaleza y
cantidad de sacaridos y glicoproteinas sobre la superficie del espermatozoidé, seflaladas como
importantes durante el proceso de maduracién epididimaria, son las probables responsables de
la modificacién en la carga neta superficial del espermatozoide a su paso por el epididimo (Eddy
y Deborah 1994).
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1.2. CAMBIOS EN LA COMPOSICION LIPIDICA DE LA MEMBRANA PLASMATICA DEL
ESPERMATOZOIDE DURANTE LA MADURACION EPIDIDIMARIA.

La membrana plasmaética de los espermatozoides de mamifero provee un excelente
modelo para estudiar la composicion lipidica de la membrana y su funcién, ya que se sabe que
algunas regiones especificas de la membrana del espermatozoide tienen funciones biolégicas
unicas. Durante la maduracién de los espermatozoides en el epididimo se ha observado que las
modificaciones en la composicion de lipidos de la membrana implican cambios en |a estabilidad
de la misma que son necesaiios para evitar dafios durante su almacenamiento en el epididimo y
durante el transporte de la céiula espermatica tanto en el tracto genital masculino como en el
femenino. Como consecuencia de este efecto estabilizador se ha observado un incremento en la
relacion colesterol fosfolipidos de 0.2 a 0.4 % dando como resultado la disminucién de la
fluidez de la membrana. Ha sido demostrado que cuando los espermatozoides de cola de
epididimo son incubados con vesiculas artificiales, liposomas, con aito contenido de colesterol
se produce una inhibicién de la capacitacion (Davis, 1976), mientras que la remocion del esterol
de la membrana plasmatica estd asociada con la capacitacion y la reacciéon acrosomal (Davis,
1976). Es posible concluir que algunos de los cambios en la composicién lipidica de la
membrana espermatica desempeiian un papel fundamental durante la organizacion molecular

que es necesaria para la capacitacion, la reaccién acrosomal y la fertilizacién.

Por otra parte se ha demostrado que el desmosterol que estd presente en el
espermatozoide de epididimo de hamster es convertido a sulfato de desmosterol durante la
maduracioén epididimaria. Estas modificaciones en la constitucion lipidica de la membrana
plasmaética también se han implicado como factores importantes en la modulacién de la carga
neta superficial del espermatozoide. Sin embargo, la presencia de desmosterol no ha sido
demostrada en los espermatozoides de ovino, por lo tanto, en este caso, el incremento en la
carga neta de la interfase agua-fosfolipido observado en la membrana plasmaética, podria ser
causado, en parte, por el incremento en el contenido de otros esterol-sulfatos (Hammerstedt y
col, 1979). Se ha observado también que la concentracién de todas las especies de
fosfolipidos, excepto los plasmalégenos derivados de ia colina, decrecen coordinadamente
durante la maduracion epididimaria, lo cual sugiere que el espermatozoide utiliza cadenas de
acidos grasos o fofolipidos constituyentes de su estructura membranal como fuente de energia.
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En el verraco, se ha demostrado que el total de fosfolipidos contenidos en los
espermatozoides disminuye durante la maduracién epididimaria; la mayoria de los acidos grasos
saturados (palmitico y estearico) decrecen durante el paso del espermatozoide desde el
testiculo hasta la cola del epididimo. Sin embargo, se ha visto que la composicién inicial de
4cidos grasos es restablecida durante la eyaculacion (Evans y Setchell, 1979). Parks y
Hammerstedt(1985), mencionan que el colesterol es el esterol que se encuentra en mayor
concentracion en la membrana del espermatozoide epididimario. Asi mismo, observa que los
fosfoglicéridos forman del 70 al 80% de los fosfolipidos de la membrana y que la fraccién ligada

a etanolamina decrece durante la maduracion epididimaria.

Recientemente Rana y col. (1991) sefalaron que las membranas de espermatozoides
obtenidos de la cabeza y el cuerpo del epididimo de la mayoria de las especies estudiadas,
presentan una composicion lipidica mas o menos constante, formada aproximadamente por el '
75% de fosfolipidos, 15% de lipidos neutros y 10% de glicolipidos. Estos autores también
sefalan que durante la maduracién epididimaria existe una disminucién significativa del 25% del
total de lipidos, los fosfolipidos se reducen en un 30% y los glicolipidos en un 80%.

Se ha observado que el colesterol es trasportado a través de la membrana de los
espermatozoides por medio de una proteina, a partir de fuentes como el fluido epididimario,
durante la maduracion de estos (Margargee y col., 1993).

1.3 EL PAPEL DE LAS ENZIMAS

El espermatozoide sufre diversas alteraciones a nivel bioquimico durante su paso por el
epididimo. Algunas de estas alteraciones reflejan la existencia de interacciones moleculares
entre el espermatozoide y los componentes de la secrecion epididimaria. Entre los componentes
bioquimicos, incluyendo enzimas, que han sido estudiadas y que, posiblemente, participan en el
proceso de la maduracion epididimaria deben sefialarse las poliaminas: espermidina y
espermina, cuya concentracién es alta en las secreciones que se hayan en contacto con el
espermatozoide. En las células sométicas se ha observado que estas sustancias participan
como mediadores generales de la sintesis de RNA y proteinas. También debe considerarse la
presencia de la omnitina descarboxilasa (ODC), enzima que participa igualmente en la regulacién
del proceso de sintesis de 4cidos nucléicos. Esta enzima es de particular importancia porque se

ha observado que puede ser rapidamente activada por la testosterona en los tejidos blanco de
esta hormona.
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Purvis y Col, (1993), demostrarén que la a-glucosidasa, conocida como un marcador de
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la funcién secretora del epididimo humano, participa en la modificacion de la composicién
glicoprotéica de la superficie del espermatozoide durante su transito por el epididimo . Estos
mismos autores estudiaron los cambios en la actividad metabdlica del epididimo, reflejada en
las concentraciones de ODC y de poliaminas, relacionandola con la distribucién epididimaria de
la a-glucosidasa y ellos encontraron que existen regiones discretas de la cabeza y de la cola del
epididimo en donde se observa un incremento significante en la actividad de ODC, lo que
sugiere un alto grado de actividad metabdlica en esas regiones. Esta hip6tesis es confirmada
por modificaciones similares observadas en ias concentraciones de espermidina y espermina.
Este mismo estudio muestra que el pico inicial de sintesis de poliaminas se puede correlacionar
con el incremento en la concentracion de andrégenos encontrada en los segmentos proximales
del epididimo y el aumento de la actividad de ODC en la region caudal del mismo. Los resulta-
dos de estos investigadores sugieren que la funcién de aimacenamiento de espermatozoides del
epididimo, asi como su participacion en el proceso de maduracién de éstas células, no es una
funcion puramente pasiva, sino que las celulas epiteliales que constituyen la pared epididimaria
se encuentran activamente involucradas en la sintesis de RNA, proteinas y enzimas que

probablemente participan en estos procesos.

Por otro lado desde hace algunos aflos, se ha mencionado que la membrana plasmatica
del espermatozoide durante su estancia en el testiculo se cubre con varias macromoléculas
(proteinas, antigenos). Estas moléculas, durante el transcurso por el epididimo, pueden cambiar
su localizacion, modificarse, intercambiarse o perderse, mientras que nuevas macromoléculas
se integran a la membrana del espermatozoide (Yanagimachi, 1988). Reciéntemente Boué y
Sullivan (1993), seflalaron que la interaccién entre el espermatozoide y el ovocito requiere de
una serie de modificaciones, parcialmente controladas por la adquisicién de nuevas proteinas
durante el transito del espermatozoide por el epididimo, demostrando que la proteina 26 KDa
encontrada en espermatozoides de humano y relacionada antigénicamente con la encontrada
en los espermatozoides de hamster, esta involucrada en el proceso de fertilizacion. De estos
experimentos se ha concluido que la adicién de estas macromoléculas, y la modificacién
consecutiva de las caracteristicas metabdélicas, son mediadas en parte por enzimas como la
galactosiltransferasa y la sialiltransferasa presentes en el fluido epididimario ( Yanagimachi,
1888). Evidentemente, los cambios coincidentes en la distibucién y composicién del glicocalix,
asi como de las particulas intramembranales, particularmente en la regién acrosomal, durante el
paso del espermatozoide por el epididimo pueden cambiar la organizacién estructural de la
membrana asi como su funcién, (Olson y col., 1989; Hammertedt y col., 1982).
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Con respecto a la adquisicion de la movilidad progresiva, los cambios en el potencial de
movilidad del espermatozoide pueden reflejar un incremento en las concentraciones
intracelutares de AMPc durante el transito por el epididimo. Purvis y c0l.(1982) reportan que la
concentracién de AMPc y de GMPc en la secreci6én epididimaria, decrecen durante el transito
del espermatozoide a través de este 6rgano, sugiriendo que esto es debido a su captacion por
las células espermaticas y consecuentemente al incremento intracelular de estos componentes.
Estas observaciones implican, ademas, que los incrementos de AMPc que ocurren en el
espermatozoide durante su transito por el epididimo, no son debidos unicamente a incrementos
en la actividad de adenilato-ciclasa y la reduccion de la actividad de las fosfodiesterasas.

Se ha establecido que el Ca** intracelular y el AMPc participan en la regulacién de la
biofisico-quimica funcional del espermatozoide, incluyendo la maduracién epididimaria, la
capacitacion y la reaccién acrosomal. Se ha observado también que las acciones del AMPcy el
Ca** son mediadas a través de su actividad sobre otras proteinas especificas como la protein-
cinasa A. Tanto la protein-cinasa A, como la calmodulina (otro componente importante en las
vias metabdlicas en las que participa el Ca**) han sido identificadas bioquimicamente en
extractos de espermatozoides y localizadas estructuralmente en las gametas por inmuno-
fluoresencia indirecta (Pariset y col, 1985). Este autor reporta que existe un decremento
progresivo de la concentracidn de calmodulina y, por el contrario, un aumento en la actividad de
protein-cinasa A dependiente de AMPc, durante el transito por el epididimo. En contraste con la
relacidn inversa encontrada entre los niveles de calmodulina y la adquisicion del movimiento
flagelar en los espermatozoides epididimarios, la concentracion del AMPc mostr6 una

interesante correlacién positiva con este mismo pardmetro.

Otras enzimas han sido relacionadas con la maduracion del espermatozoide, tal es el
caso de un tipo especial de a-D-manosidasa que se localizé en el acrosoma del espermatozoide
y cuyo pH 6ptimo de 4.4. Actualmente se ha descrito una variedad de esta enzima presente en
la membrana plasmatica del espermatozoide de! epididimo de rata, con un pH optimo de 6.2-
6.5. Esta enzima muestra su actividad liberando las moléculas de manosa, contenidas en los
glicoconjugados. Es también importante mencionar que se ha encontrado que cationes
divalentes como Cu **y Zn ** son potentes inhibidores de la actividad de la o-D-manosidasa
membranal del espermatozoide (Tulsiani y col, 1989), lo cual nos hace recordar el papel que se
le ha adscrito al zinc durante la capacitacién del espermatozoide (Huacuja col, 1977).
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La p-D-galactosidasa es una enzima que escinde las uniones B- de los residuos
galactosil de una variedad de sustratos tanto naturales como artificiales. Esta enzima ha sido
reportada en el testiculio y el epididimo de la rata. La actividad de la p-D-galactosidasa es alta,
tanto en el fluido epididimario como en el tejido epididimario mismo. Skularek y col.(1993)
estudiarén la posible accion de la $-D-galactosidasa de la cola del epididimo sobre la estructura
de la membrana del espermatozoide, presentando evidencias de la existencia de cambios
moleculares durante el paso del espermatozoide a través del epididimo debidos a la actividad
de esta enzima. Estos autores también demostrarén que existe un cambio en la especificidad de
la enzima por su sustrato dependiendo del pH del medio, y que existe un incremento
significativo de la actividad de esta enzima entre la cabeza y la region proximal de ia cola del
epididimo, mientras que la actividad disminuye hacia la porcién distal de la cola.

1.4 CAMBIOS DE pH INTERNOS Y EXTERNOS QUE SUFRE EL ESPERMATOZOIDE
DURANTE LA MADURACION EPIDIDIMARIA.

Los cambios en las propiedades de la membrana plasmatica y particularmente de las
conductancias i6nicas medidas a través de esta estructura, han demostrado ser potentes
reguladores del metabolismo y la activacién de la movilidad del espermatozoide de diferentes
especies. Esto es particularmente cierto cuando estas modificaciones se producen como
respuesta a cambios en las concentraciones de los factores medioambientales que rodean al
espermatozoide. Ademas, los efectores que provocan modificaciones del pH intracelular
parecen desempefiar el papel de segundos mensajeros (Busa y Nucitelli,1984). E mejor ejemplo
de ésto es el efecto que tienen los cambios de pH en el espermatozoide de erizo de mér. En
este caso, las gametas masculinas permanecén inmdviles y con su metabolismo respiratorio
inhibido cuando su pH esta dentro del rango de 7.3 a 7.5 e inician su movilidad y el consumo de
oxigeno en respuesta al aumento del pH intracelular (Shapiro y col.,1985). Diversos autores
sugieren que modificaciones del pH intracelular juegan un papel importante durante la
activacion de la movilidad de los espermatozoides de mamiferos. Por ejemplo, los
espermatozoides de bovinos son almacenados en la cola del epididimo en un estado quiescente
(Carr y Acott, 1984) e inician su movilidad cuando son diluidos en plasma seminal o en
soluciones béfer osméticamente equilibradas. El estado quiescente de los espermatozoides de
cola de epididimo es mantenido por un factor no identificado presente en ei fluido de la cola del
epididimo, el cual es activo a un pH de 5.5, pero no a un pH de 7.6 (Carr y Acott, 1984).
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La movilidad de los espermatozoides obtenidos de cola de epididimo y diluidos o de
espermaozoides eyaculados no es afectada cuando el pH del medio se encuentra en el rango de
6.0 a 8.5 ( Carr y Acott, 1984). Sin embargo, la movilidad del espermatozoide es reducida de un

20 a un 100% cuando el pH se encuentra por debajo de 6.0 (Makler y col., 1981).

En las células eucaridticas el pH intracelular es controlado por una variedad de
mecanismos, entre los que podemos mencionar: el antipuerto sodio-proton, el sistema de
transporte de bicarbonato, la regulacién de la permeabilidad de la membrana plasmatica a los
protones, el poder amortiguador de la célula, el potencial de la membrana misma, etc (Frelin y
col., 1988). En los mamiferos el pH varia considerablemente de un punto a otro del tracto
reproductivo femenino. La vagina es 4cida, pH 4.0, el moco cervical es bésico, pH 8.4, el pH del
utero presenta normalmente un valor intermedio, pH 7.8 y, finaimente, el pH del fluido de los
oviductos, en los primates, es alrededor de 7.1 a 7.3 durante la fase latea del ciclo menstrual
(Mass y col., 1977). Por lo tanto es esencial que el espermatozoide pueda mantener una buena

movilidad en medios cuyo pH puede variar en un rango notablemente ampiio.

Los espermatozoides de rata, como los de muchos dtros mamiferos, carecen de
movilidad activa y progresiva durante su estancia en la cola del epididimo. En este caso, la
iniciacion de la movilidad parece ser acompailada de la produccién de una alcalinizacion
intracelular mediada por un mecanismo de intercambio sodio / protén (Wong y col.. 1981; Wong
y Lee, 1983). De manera similar, Babcock (1983), demostré que ia alcalinizacién intracelular,
dependiente de cambios en la concentracion de potasio, estimula el metabolismo y la movildad
de espermatozoides epididimarios de toro. También se ha demostrado que la fosforilacién de
algunas proteinas membranales, proceso que acompaiia la adquisicion de la movilidad
progresiva, es dependiente de cambios en el pH intemo de los espermatozoides epididimarios
de toro (Carr y Acott, 1989).

Recientemente, Gatti y col. (1993) han precisado que en los espermatozoides de toro y
de cordero la maduracién epididimaria del espermatozoide coincide con una acidificacién del
citosol, ocurriendo una alcalinizacién rapida durante el proceso de eyaculacién. Los
espermatozoides de estas especies animales tienen la propiedad de sufric un rapido proceso de
equilibrio entre el pH intemo y el del medio exterior, de manera que su pH interno se modifica
facilmente después de cada paso de su maduraci6n en epididimo, equilibrandose con el medio
externo. En cambio al diluir muestras de espermatozoides de cola de epididimo de cerdo con
soluciones de pH diferentes, el pH interno no fue afectado cuando la dilucién se efectud en
presencia de sodio y/o potasio (Gattiy col., 1993).
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Los resultados mencionados en el parrafo anterior, parecen excluir al espermatozoide
de los simples mecanismos en donde el intercambio sodio-protén o potasio-protén son los
mecanismos regulatorios del pH intemo. Sin embargo el potencial de la membrana plasmatica
del espermatozoide de mamifero depende estrictamente del transporte del potasio (Gatti y col.,
1993).

Babcock (1983), menciona que la alcalinizacién del interior del espermaozoide por
cambios en el pH sblo es posible si existe potasio en el medio exterior. La via por la cual el
potasio actua sobre el pH interno no ha sido bien aclarada, sin embargo es posible que los flujos
de calcio funcionen por un intercambio ca®* - H* o por la existencia de canales de calcio
dependientes de voltaje(Babcock y Pfeiffer, 1987). La actividad de diversas enzimas
importantes en la regulacién del metabolismo energético y de algunas otras proteinas que se
unen al Ca?* dependen del pH; no obstante, el incremento o decremento del pH externo puede
actuar sobre otros mecanismos de permeabilidad de la membrana, asi como también de la
habilidad de metabolizar sustratos via transportadores especificos de membrana (Ballesteros y
col., 1983).

1.6 EFECTOS NO GENOMICOS DE LOS ESTEROIDES

A partir del desarrollo de marcadores de aita especificidad que permitieron la
demostracion citoplasmica de los sitios de unién especificos, receptores, de esteroides a
diferentes células de diferentes tejidos, la mayoria de los estudios realizados en este campo se
han enfocado a la comprension de la naturaleza y funcidn de estos receptores presentes en el
compartimiento soluble de las células blanco. La hipétesis resultante fué tomada como un
mecanismo de accién universal de ias hormonas esteroides. Sin embargo Baulieu (1978),
demuestra que la progesterona, y otros esteroides, intervienen en la maduracién del Xenopus
laevis, siendo que estas células no contienen receptores citoplasmicos a esteroides. Lo que

sugiere gue la progesterona tenia este efecto por su interaccion con la membrana de la célula.

La mayoria de los efectos directos de los esteroides, no mediados a través de su
interaccion con receptores citoplasmicos, son relacionados con cambios en la funcion
membranal probablemente debidos a una interaccién directa y especifica del esteroide con este
organelo. De este punto se plantean dos preguntas:

10. ¢ De que manera se llevan a cabo los mecanismos de interaccién de los
esteroides con la membrana? y

20. ¢ Que significaci6n fisiologica tienen éstas interacciones?.

12
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Acerca de los mecanismos propuestos que explican este tipo de accion de los
esteroides, la hip6tesis de la estabilizacion de la membrana fué recibida con general aceptacion
en la decada de los sesentas y principio de los setentas. Esta teoria fué apoyada por numerosos
experimentos y consideraciones teéricas. A lo largo del tiempo, varios autores reportaron la
existencia de una buena correlacion entre los efectos bioldgicos de los esteroides y su
coeficiente de distribucién entre el agua y los lipidos de la membrana (Duval, 1983). En adicion,
cuando consideramos los diversos efectos de los esteroides, incluyendo su accién sobre las
membranas celulares, tales como sus propiedades anestésicas, la estabilizacion de la
membrana lisosomal y la inhibicién del transpote a nivel membranal, es notable aceptar que
todos estos efectos sean producidos por la misma molécula. Esto sugiere la existencia de mas
de un mecanismo de accién a nivel membranal para algunas moléculas esteroides que,

ademés, deben funcionar independientemente del sistema de receptores citoplasmicos.

Duval (1983), muestra una buena correlacién entre el efecto de algunos esteroides
sobre la hemolisis del eritrocito y su accién anestésica en el renacuajo. Ain mas, la posibilidad
de la interaccion esteroide-membrana fué facilmente relacionada con los conocimientos de la
participacion del colesterol en la arquitectura de la membrana y el control que ejerce sobre su
fluidez (Duval,1983). Este tema habia sido revisado por Lenaz y col.(1978), quienes mencionan,
brevemente que, a bajas temperaturas, 1a transicién de la bicapa membranal pasa de un estado
cristalino a un estado liquido. Bajo estas condiciones, el colesterol ejerce una accién licuefactora
determinando la ocurrencia de un estado intermedio de gel en la bicapa membranal, sin
embargo, aumentando la temperatura, el colesterol actia condensando la estructura membranal

y disminuyendo su fluidez.

Asi tambien fué demostrado que algunos esteroides con propiedades anestésicas tales
como la pregnenolona, la afaxolona, la pregnandiona o el glucocorticoide hidrocortisona, no

cambian la temperatura de transicion de las membranas (Lee y col., 1992).

La acumulacién de moléculas hidrofébicas alrededor de las membranas, asi como su
interaccion con componentes lipidicos membranales es lo que comunmente produce las
alteraciones en las propiedades de la membrana que producen este tipo de moléculas. En
relacion a estas propiedades es importante mencionar que se han descrito varias acciones de
los analgesicos locales que afectan las funciones de los polimorfonucleares y que incluyen:
disminucion de la fragilidad osmotica, disminucién de la adhesividad entre célula y célula,
inhibicién parcial de la exocitosis, inhibicién parcial de la locomocién y de la capacidad de

ingestion de particulas (Duval, 1983). Estos eventos, los cuales en parte son atribuidos a la
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habilidad de los componentes anestésicos para desplazar los iones de calcio desde el interior de
la membrana, son muy similares a los observados en presencia de altas concentraciones de
esteroides (Duval, 1983), lo cual sugiere que algunas de las acciones de los esteroides sobre la

superficie celular, representan interacciones no especificas de estas moléculas con los

componentes membranales.

1.6 EL METABOLISMO DEL CALCIO DURANTE LA MADURACION EPIDIDIMARIA

El calcio es importante en la regulacién de algunas funciones del espermatozoide . La
concentracion de este i6n tiene influencia sobre las caracteristicas del movimiento del
espermatozoide y su presencia es esencial para la fertilizacion (Yanagimachi, 1994). Sin
embargo se conoce poco acerca de los mecanismos de transporte y regulacion de la

concentracion intracelular del calcio en el espermatozoide.

En espermatozoides maduros de cola de epididimo, se han encontrado grandes
cantidades de calcio que se acumulan intracelularmente cuando éstos son suspendidos en
béfers que contienen calcio (Babcock y col., 1976). Esta entrada de calcio al espermatozoide es
fundamentaimente determinada por la actividad mitocondrial (Babcock y col., 1978). Durante su
permanencia en la cabeza del epididimo, los espermatozoides inmaduros acumulan grandes
cantidades de calcio a partir del ambiente extracelular, lo cual no sucede en el caso de los

espermatozoides, maduros, de cola de epididimo {(Hoskins y col., 1983).

La capacidad de transporte basal de calcio es relativamente alto en los espermatozoides
de mamifero: (10 a 30 mM ca®* 110® Epz) y similar al encontrado en células tumorales (Landry
y Lehninger, 1976). La capacidad para captar calcio por las células tumorales, es debida a una
alteracién en la permeabilidad al calcio (Cittadini y col., 1982). Una diferencia fundamental entre
la capacidad de las células tumorales y el espermatozoide para transportar calcio se encuentra
en el sustrato cuya presencia induce los maximos incrementos de calcio. En las céulas
tumoraies es necesaria la presencia de succinato y en los espermatozoides se requiere la
presencia de sustratos energéticos como son la glucosa y el lactato. Debe mencionarse que el
espermatozoide, siendo una célula aitamente diferenciada, carece de algunas estructuras
intracelulares activas en la fijacién de calcio en las células somaticas, tales como el reticulo
endoplasmico y que, ademas, el espermatozoide de mamifero presenta una diferencia marcada
en el arreglo de sus mitocondrias (Vijayaraghavan y Hoskins, 1989). El ndmero de
mitocondrias y el patrén de arreglo varian con la especie, pero, en general, las mitocondrias se
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~ observan encontradas extremo con extremo formando una hélice alrededor del aparato flageiar

y estan intimamente asociadas con la membrana plasméatica (Eddy , 1988).

Se ha observado por otro lado, que el complejo giutamato - aspartato y el a-glicerofos-
fato son poco responsables del cambio de equivalentes reductores entre el citosol y la
mitocondria en las células somaticas y son por tanto de minima importancia en los
espermatozoides (Storey y Keyhan, 1977). Mas en cambio la enzima lactato deshidrogenasa
especifica de espermatozoides (LDH-X) presente en el citosol espermatico y mitocondrial,

estimula el efecto de intercambio de equivalentes reductores (Storey y Keyhan, 1977).

Hamner (1973) y Yanagimachi (1994), evidencian que el importante incremento de
calcio intracelular en el espermatozoide es dependiente de sustratos naturales exdgenos. Asi, el
ingreso de calcio en presencia de lactato es notablemente mayor que los valores observados en
presencia de glucosa, acetato o piruvato. El B-hidroxi-butirato es el siguiente en eifciencia
relativa en la induccion de transporte de calcio. El ingreso de calcio estimulado por el lactato es
debido al incremento intracelular de NADH (adenin-nicotin dinucleétido). Sin embargo el gran
incremento de calcio sustentado en presencia de este sustrato no es debido directamente al
incremento de la oxidacién de NADH, sino al funcionamiento de un efecto regulatorio sobre el
equilibrio de la concentracion de calcio entre los medios intra- y extracelular dependiente del
estado redox de los piridin nucleétidos mitocondriales. Debe hacerse énfasis en que el lactato es
un componente habitual y abundante de las secreciones del tracto reproductivo de ia hembra y
del macho.

Vijayraghavan y Hoskins (1989), reporta que en espermatozoides inmaduros de cabeza
de epididimo la acumulacién de calcio de fuentes exégenas es de 2 a 4 veces mayor que el
observado en espermatozoides de cola de epididimo. La acumulaci6n de calcio en estas células
es maximo en presencia de lactato como sustrato exégeno. Esta estimuiacién de la entrada de
calcio en presencia de niveles optimos de lactato (0.8 -1.0 mM) es alrededor de 5 veces mayor
en espermatozoides de cabeza de epididimo y 2 veces mayor en espermatozoides de cola de
epididimo, cuando son comparados con los valores observados en presencia de glucosa. Este
autor enfatiza la importancia de la funcion mitocondrial en la acumulacién de calcio por el
espermatozoide de epididimo de bovino y sugiere que la localizacion de la isoenzima LLDH-X
mitocondrial en espermatozoides de mamifero, esta involucrada en la regulacién de la
acumulacion de calcio.
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Se ha observado que el caicio participa en la regulacién de la movilidad y en la
produccién de la reaccién acrosomal en los espermatozoides de mamifero (Tash y Means,
1982). También se ha reconocido que el ca® juega un papel importante en la regulacion del
metabolismo de los nucleétidos ciclicos (Garbers y Kopf ,1980). Asi, la correlacion entre los
niveles de ca®* y la actividad del AMPc ha sido bien demostrada; los niveles de AMPc son
positivamente correlacionados con el incremento de la movilidad del espermatozoide y la
reduccién de los niveles intemos de AMPc producen un efecto reversible sobre la movilidad del
espermatozoide (Tash y Means. 1982). Quien presenté evidencia directa de que el AMPc regula
la movilidad espermética fué Linderman (1978), el cul demostro que la adicion de AMPc y ATP
en un modelo de espermatozoides desprovistos de membrana plasmatica por detergentes,
producia un incremento medible en la proporcion de células moviles y en la frecuencia de

oscilacién del aparato flagelar.

Por otra parte, también se ha presentado evidencia de que las enzimas necesarias para
la fosforilacion y desfosforiiacion de proteinas (Adenilato ciclasa, protein cinasas dependiente de
AMPc y de Caz’, la AMPc fosfodiesterasa y diversos tipos de fosfatasas) estaban presentes en
el espermatozoide de numerosas especies de mamifero (Hoskins y col., 1972). Un gran namero
de sustratos protéicos para la proteina cinasa dependiente de AMPc¢ han sido identificados en
fracciones solubles y membranas de espermatozoides de bovinos y humanos (Hoskins y col.,
1983, Huacuja y col., 1977).

De estos y otros estudios, naci6 la hipotesis de que el AMPc estimulaba la fosforilacion
de algunas proteinas de los espermatozoides y que quiza este proceso se encontraba envuélto
en la iniciaciébn y mantenimiento de la movilidad espermética. La purificacién parcial y
caracterizacion de las protein cinasas del espermatozoide epididimario de bovino fue lograda
inicialmente por Hoskins y col. (1972), quienes demostraron que la actividad citosélica de PK
dependiente de AMPc, detectable por cromatografia, existia en el espermatozoide epididimario
de bovino y que tal actividad enzimatica podia ser demostrable en otra especies. Garbers y col.
(1973), demuestran la existencia de tres tipos de PK dependientes de AMPc sobre la superficie
de la membrana plasmatica del espermatozoide. Asi mismo, Rosado et al. (1975) demuestran la

presencia de receptores especificos para AMPc [C14] en la membrana del espermatozoide
intacto de humano.

El mecanismo por el cual se regula el metabolismo del AMPc en el espermatozoide es
adn desconocido. En particular se tiene la dificultad de identificar los efectores primarios de la
adenilato ciclasa (ATP pirofosfato-liasa). Este sistema enzimatico no responde a los efectores
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tipicos de las adenilatos ciclasas de las celulas sométicas (Vgr. hormonas proteicas, catecol
aminas, neurotransmisores, guanidin nucleotidos, etc.) (Hyne y col., 1979; Kopf y Garbes, 1980).
Sin embargo, ia accién del AMPc y del ca?* puede ser determinada, respectivamente, por la
activacion de las PK dependientes de AMPc (proteina cinasa A) y por la activaciéon del mismo
tipo de enzimas, pero dependientes de la presencia de caicio. Asi, se ha demostrado (Kopf y
Garbes, 1980) que ocurre una disminucién del contenido de cadmodulina durante la
espermatogénesis mientras que las PK dependientes de AMPc¢ incrementan su actividad durante
la maduracion epididimaria del espermatozoide. Pariset y col.. (1983) demuestran que los
niveles celulares de PK se correlacionan con el porciento de células moviles en muestras de

semen humano.

Como se ha mencionado, la adquisicion de la habilidad fertilizante del eépermatozoide
depende de las alteraciones que ocurren durante su progreso por el conducto epididimario.
También se sabe que la regién del cuerpo del epididimo es una regién critica, especialmente
para el desarrolio de la capacidad de movimiento y la capacidad fertilizante del espermatozoide
(Olson y Danzo, 1981). En esta region los cambios en los niveles de calmodulina y PK, reflejan
los efectos regulatorios del calcio y el AMPc sobre el proceso de maduracién espermética que
ocurren durante el transito del espermatozoide a través de este drgano. El transito epididimario
por estas regiones fué caracterizado (Pariset col. 1985) por un decremento en el nivel de
calmodulina y por otro lado se observ6 un incremento en la actividad de PK dependiente de
AMPc. En contraste el nivel de calmodulina y la actividad de la PK dependiente de AMPc fué
correlacionado con la adquisicién del movimiento flajelar.

La actividad de la adenilato ciclasa de espermatozoides de equino es claramente
inhibida por EGTA (un eficiente quelante para Caz+), asi como por la presencia de antagonistas
bioquimicos de la calmodulina , lo cual indica la participacion de los iones de calcio en el
proceso de maduracién de este tipo de espermatozoides. E! calcio tambien juega un papel
central en los mecanismos de exocitosis en muchos tipos de células, pudiéndose incluir dentro
de este proceso la reaccién acrosomal (RA) de los espermatozoides (Yanagimachi, 1981). En
los espermatozoidés de erizo de mar la RA aparece como resultado del transporte de ca® a
través de canales dependientes de voltaje (Schackmann y col., 1978).
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Como se menciond inicialmente, debe considerarse que el proceso de la maduracién

esperménca continda ain depues de que los espermatozoides son eyaculados, y podemos
considerar que dicho proceso termina hasta

108 IMPORTANTES QUE SE HAN SUGERIDO COMO

°“"'$Mﬂcwmﬁs L FenoMeno . FISIOLOGICO DE LA que el espermatozoide esta completamente
GAPACITAGION: capacitado para penetrar al interior del
a) la eliminacién o modificacion de algunos ovocito y realizar fa fertilizacion. Al respecto
componentes superficiales, adsorbidos o integrados
a la membrana plasmética durante la maduracién Austin  en 1951 report6  que los
epididimaria y/o por contacto con el plasma seminal y
que actdan como factor(es) descapacitante(s) espermatozoides recién eyaculados no son
b) la disminucién de la carga neta negativa
superficial, aparentemente por la pérdida de acido capaces de realizar esta fertilizacion del
sidlico y de algunos compuestos sulfatados
c) cambios en la distribucion de glicoconjugados ovocito, sino que adquieren esa habilidad
superficiales
d) pneiodiﬁcaciones en la distribucion y contenido de después de estar un tiempo en el aparato
antigenos de superficie . o
e) cambios en el patron de organizaciéon de las reproductor femenino. Al afio siguiente
particulas intramembranales . .
f) modificaciones en la conformacion de las proteinas Austin  denomin6 a este fenomeno
propias de la membrana " ko .
g) cambios en la permeabilidad membranal a los capacitacion” para designar al paso de un

iones, principalmente al calcio

espermatozoide eyaculado y aparentemente

funcional a un estado con habilidad
fertilizante ( Fraser y Monks, 1990, Yanagimachi, 1994).

El desarrollo de las técnicas de capacitacién in vitro han permitido la identificacion de
caracteristicas bien definidas que hacen razonablemente facil reconocer a los espermatozoides
que han sufrido el proceso de capacitacion. Una de ellas es la expresion de la movilidad
hiperactiva y la otra la capacidad de experimentar la reaccién acrosomal cuando son colocados
en condiciones adecuadas (Langlais y col., 1988; Fraser y Monks, 1990).

La necesidad de la presencia de calcio en el medio extracelular para la induccién de la
hiperactivacién del espermatozoide ha quedado bien demostrada porque los espermatozoides
de cobayo, de ratén y de hamster, incubados en medios desprovistos de calcio, no muestran
nunca los movimientos tipicos de la hiperactivacion. Estos resultados han sido comprobados por
el hallazgo de que los espermatozoide de estos animales preincubados por periodos
prolongados en medios con presencia de calcio, inician casi inmediatamente las modificaciones
en la movilidad que caracterizan la hiperactivaciéon, cuando se agregan concentraciones

adecuadas de caicio (2-5 mM) al medio de incubacion ( Thomas y Meizel , 1988; Fraser y Ahuja,
1988).
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Recientemente se demostr6 en el hdmster que la expresion de la hiperactivacion en los
espermatozoides capacitados in vitro es precedida por una elevacién en las concentraciones
intracelulares del monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) y del calcio, asociada con una
disminucion en el pH intracelular. En los espermatozoides humanos se han demostrado cambios
similares a los descritos anteriormente en las concentraciones intracelulares de caicio y
protones, cuando son incubados en condiciones de capacitacion (Yanagimachi, 1994), pero su

relacion con la hiperactivacion no se ha establecido.

En numerosas especies de mamiferos, el calcio extracelular en concentraciones
milimolares es necesario para sustentar la reaccién acrosomal y la movilidad hiperactiva (
Fraser y Mc Intyre, 1989). En el ratén el calcio también es requerido para la capacitacion, pero
los espermatozoides de esta especie requieren concentraciones de calcio un poco menores,
estimandose que 90uM es suficiente para sustentar la capacitacién. En el caso de los
mamiferos, se ha demostrado que una de las propiedades mas importantes de la reaccion
acrosomal es que la presencia de Ca2* extracelular es indispensable para que tal proceso
ocurra. Cuando los espermatozoides se incuban y se tratan en medios libres de Ca2* son
incapaces de experimentar la reaccién acrosomal, ain en los casos en que se adicionan al
medio agentes que son reconocidamente capaces de inducirla. Sin embargo, no hay todavia
ninguna evidencia directa de que la reaccién acrosomal en estas especies de animales ocurra
concomitantemente con un aumento en la concentracién intracelular de Ca2*+ (Yanagimachi,
1994). De modo semejante, la teoria de que el aumento en la concentracién intracelular de
Caz2+ depende del aporte a partir de reservorios intracelulares, tampoco a sido consistentemente

confirmada.

Los gradientes ibnicos precisos que se requiere mantener a través de la membrana
plasmatica de los espermatozoides viables son regulados principaimente mediante ATPasas
dependientes de sodio, potasio o calcio. La relacion idnica intra/extracelular no es constante y
se modifica durante la incubacion en condiciones de capacitacién. Estos movimientos idnicos
tienen como resultado la activacion de enzimas como la adenil ciclasa y algunas otras de
localizacion acrosomal, y han sido asociados con los cambios en las caracteristicas de la
movilidad durante la capacitacién (Langlais y col., 1988; Fraser y Monks, 1990; Yanagimachi,
1994).

Gordon y col. (1978) seiialaron la presencia de una ATPasa dependiente de calcio en Ia
membrana acrosomal externa de los espermatozoides de cobayo, sugiriendo que esta enzima
bombea calcio hacia adentro del acrosoma, estimulando la reaccién acrosomal. Ashraff y col.
(1982) encontraron esta enzima en la membrana plasmética de la cabeza o el flagelo
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esperméticos y Garcia y col. (1992) demostraron la presencia de una ATPasa dependiente de
Ca2* no solamente en los espermatozoides de cobayo sin acrosoma, sino también en las
membranas periacrosomal y acrosomal externa . La actividad asociada con la membrana
plasmaética represent6 cerca del 25% de la actividad enzimatica total y fue, en condiciones
basales, cerca del doble que la observada en ia membrana acrosomal. Cuando se lievo a cabo
la reaccién acrosomal, la actividad enzimatica experimentd un incremento significativo,
comparada con la actividad presente en los espermatozoides controles y al mismo tiempo la

enzima parece sufrir una redistribucién subcelular.

La importancia de la participacién de modificaciones en el transporte de los iones
monovalentes en el proceso de capacitacion y de la reacciéon acrosomal puede verse apoyada
en las siguientes observaciones. Algunos estudios recientes han demostrado que el aumento de
la concentracién intracelular de Na* estimula los procesos de exocitosis de varias estirpes
celulares Suchard y col. (1982.). Se sabe que la reaccién acrosomal en los espermatozoides de
erizo de mar requiere la presencia de Na* extracelular y se acompafia de un aumento en la
captacion de Ca2+ y Na* y de la liberaci6n concomitante de H* y K*. Se sabe también que este
proceso de exocitosis se inhibe por las concentraciones altas de K+ en el medio. La induccion
de la reaccion acrosomal en los espermatozoides de esta especie de animales se acompaiia de

la desaparicién del potencial de membrana.

La reaccion acrosomal en los mamiferos ocurre solamente después de que el esperma-
tozoide ha sido capacitado. Se ha demostrado que un aumento en la relacion K* / Nat en el
medio de incubacién estimula la frecuencia de fertilizacién de los ovocitos de ratén mantenidos
in_vitro. Mirsny y Meizel (1981) han demostrado que la reaccion acrosomal del cobayo se
acompaiia de un aumento en el transporte de K* del medio extracelular al intracelular. En
contraste la capacitacion del espermatozoide de cobayo se inhibe por la presencia de K+
extracelular (Rogers y col., 1981), posiblemente porque la (Na*, K*)-ATPasa del
espermatozoide puede funcionar normalmente permitiendo e! intercambio Na+ /K* y
manteniendo una concentracién intracelular baja de Na+, lo cual dificulta la capacitacién.

Se sabe que la monesina es un farmaco que puede estimular el intercambio neutro de
Na* extracelular por protones intracelulares a través de la membrana plasmética. La incubacion
de espermatozoides de cobayo en presencia de este ionéforo induce rapidamente la reaccion
acrosomal en presencia de concentraciones apropiadas de Ca2+ y Na* en el medio de
incubacién. Aunque es posible que el requerimiento que muestran los espermatozoides de
cobayo de concentraciones altas de Na* extracelular para ser capacitados sea debida a la
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necesidad de un intercambio Na* /H* que produzca un aumento en el pH intracelular, la
evidencia experimental apoya mas claramente la necesidad de un aumento de la concentracion
de sodio intracelular per se (Hyne y col., 1984). Por ejemplo: ia incubacion en un medio libre de
Na*, pero en presencia de Ca2+* y cloruro de amonio, sistema que se sabe induce un aumento
del pH intracelular en varios tipos de células (Winkler y col., 1978), no permitié la induccién de
la reaccion acrosomal; la incubacién en presencia de amiloride, un compuesto que inhibe el
transporte pasivo de sodio, retardé notablemente el principio de la reacciéon acrosomal en varias

especies de mamiferos.

También se han investigado los requerimientos de calcio suficientes para sustentar la
RA en el espermatozoide humano mediante la evaluacion de imagenes del microscopio
electrénico. Los estados intermedios de la reaccién acrosomal del espermatozoide humano
paresen incluir la formacion intraacrosomal de vesiculas membranosas primeramente entre la

membrana acrosomal externa y la membrana plasmaética (Nagae y col., 1987).

En espermatozoides humanos es necesaria la presencia continua de concentraciones
milimolares de calcio para lograr una RA completa, cuando estos son incubados durante 24 hrs
en un medio deficiente de calcio, la mayoria de lasa células permanecen en estados intermedios
de la RA (Stock y col., 1989); solo la permanencia continua de concentraciones milimolares de

calcio lograron la RA completa en la mayoria de las células.

Algunos de los cambios mas importantes que contribuyen a definir la adquisicion del
estado de capacitacién ocurren en la distribucion de componentes y en modificaciones de la
estructura membranal de las células espermaticas. L.a redistribucion o los cambios estructurales
en la topologia superficial de las moléculas membranales pueden ocurrir, tedricamente, a través

de varios mecanismos incluyendo:

1) enmascaramiento o desenmascaramiento de moléculas superficiales, tanto por adsorciéon de
moléculas del solvente o por rearregio de proteinas membranales intrinsecas; estos procesos
modifican la exposicién al medio ambiente de proteinas especificas, haciéndolas accesibles o
inaccesibles como sitios de fijacién o reconocimiento. Por supuesto que desde nuestro punto de
vista, seria de la mayor importancia el demostrar que una de estas moléculas superficiales que

se enmascaran durante elproceso de descapacitacion son los receptores a ia progesterona.

2) insercion local de moléculas por adsorcion del medio ambiente o, por el contrario, supresion

de las mismas por disolucion en el medio de suspension de la célula;
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3) migracion de moléculas presentes en la superficie. La migracion lateral puede estimularse
por la fijacion de ligandos y es evidente en el fendmeno de "capping”; sin embargo, este tipo de
migracién se ha observado también en ausencia de interaccion con ligandos. Un ejemplo puede
ser e| agrupamiento de los receptores a acetil colina en miotabulos en cultivo, y por supuesto la
aglomeracion descrita de los receptores membranaies a la progesterona durante el proceso de
capacitacion y como pre-requisito a la ocurrencia de la RA .

Las modificaciones en la topologia membranal pueden propiciarse también por cambios
en la composicién de los lipidos, que a su vez pueden inducir el rearreglo de las proteinas
superficiales de acuerdo con las variaciones en la polaridad y composicion bioquimica del medio

ambiente.

1.7 LOS FACTORES DESCAPACITANTES Y LOS FLUJOS DE CALCIO

Desde hace mas de quince o veinte aiios se conoce Ia presencia en el plasma seminal,
y en secreciones obtenidas de diferentes 6rganos del aparato reproductor masculino, de algunos
componentes que previenen o revierten el proceso capacitacién. Debido a que se han
encontrado varias moléculas con estas caracteristicas (glicoproteinas, polipéptidos, proteinas),
su naturaleza bioquimica no ha sido completamente elucidada. Se ha sugerido que ei(los)
factor(es) descapacitante(s) actda(n) en la membrana espermética bloqueando receptores,
grupos funcionales, enzimas, mecanismos o canales de intercambio ibnico, etc. y que sus
funciones incluyen la proteccion de la integridad de los espermatozoides durante su estancia en
el ambiente vaginal, asi como la inhibicién de la reaccién acrosomal en regiones del aparato

genital femenino que no son las apropiadas.

Una de las funciones que pueden ser inhibidas por la fijacion de componentes des-
capacitatntes del plasma seminal es el transporte de calcio que hemos descrito anteriormente.
Esta inhibicibn modificaria sustancialmente los intercambios de Ca®* ylo Na‘/ ca®
dependientes de las ATPasas membranales. Algunas observaciones que sostienen esta
hipotesis son las siguientes. Los espermatozoides epididimarios de toro tienen la capacidad de
acumular calcio rapidamente mientras que los espermatozoides eyaculados no 1o hacen asi.
Esto sugiére que el contacto con el plasma seminal altera la capacidad de transportar calcio.
Rufo y col.(1982) aislé del plasma seminal del bovino una proteina, llamada caltrina, que
funciona como inhibidor de! transporte de calcio, modulando el intercambio Na‘/ Ca®* Fraser
(1984) aislaron del espermatozoide un factor descapacitante asociado a la superficie celular y

que también se encuentra en el plasma seminal epididimario. Cuando este factor es eliminado,
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por diversos medios, se estimula la capacidad fertilizante. Adicionalmente, se ha observado que
la actividad de los factores descapacitantes se pierde cuando los espermatozoides son
incubados en presencia de Caz", incrementdndose paralelamente su capacidad funcional. Esto
sugiere que los mecanismos involucrados en la inactivacion / destruccion de los factores

descapacitantes requiéren la presencia de CaZ".

1.8 IMPORTANCIA DEL TRANSPORTE DE CALCIO EN EL ESPERMATOZOIDE

Las membranas plasmaticas de muchos tipos de células contienen tres tipos diferentes de

sistemas de transporte de Ca2+:

e Canales de Ca2+ dependientes del voltaje, los cuales se abren cuando la membrana se
despolariza, produciéndose un gradiente electroquimico por medio del cual la membrana
adquiere la posibilidad de transportar los iones. Este sistema de transporte muestra una
enorme preferencia (>1000 veces) por el transporte de Ca2+*, sobre el transporte de Na+* o
K*. Estos canales se han clasificado en cuatro tipos dependiendo de sus propiedades
fisicoquimicas y de su susceptibilidad a algunos compuestos farmacolégicos (Tsien y Tisien.
1990). ‘

Se ha demostrado que los espermatozoides de erizo de mar tienen en su membrana
canales de caicio dependientes de voltaje que son inportantes en el intercambio de iones de
calcio que son necesarios para producir la capacitacién e iniciar ]a RA. Cuando estos canales
son bloqueados con sustancias antagonistas, tales como el verapamil, se inhibe la reaccién
acrosomal. Sin embargo al usar los mismos componentes en espermatozoides de mamifero, no
se reportaron efectos sobre el intercambio de iones ni sobre la estimulacién de la reaccién
acrosomal ( Babcock y Pfeiffer, 1987, Fraser Monks, 1980).
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Parece entonces evidente que el funcionamiento de los canales de calcio dependientes
de voltaje es diferente en los espermatozoides de mamifero, puesto que, como hemos visto, ni
el D600 ni el verapamil son capaces de inhibir la ocurrencia de la reaccién acrosomal y por el
cbntrario en algunos casos han sido sefialados como activadores de este proceso (Roldan y col.
1986). Otra evidencia que seflala que este tipo de transporte de calcio no funciona en los
espermatozoides de mamifero es el hecho de que ni la despolarizacion ni la hiperpolarizacion de
la membrana del espermatozoide del hamster producen la ocurrencia de la reaccion acrosomal.
Estos resultados parecen indicar que los canales de caicio no participan en el control de los

movimientos de este cation divaiente en los espermatozoides de ios mamiferos. Sin embargo,
debe hacerse notar que Babcock y Pfeiffer

EVIDENCIAS DE QUE LOS ESPERMATOZOIDES DE mamirero no|  (1987) han seflalado que la exposicion de

POSEEN CANALES DE CALCIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE: espermatozoides de carnero a condiciones

de despolarizacién provocadas por la

. + .
a).- las modificaciones del potencial de membrana no| concentracion aita de K™ en medios
parecen ser importantes en la ocurrencia de la aicalinos, indujo una elevacién notable de

reaccién acrosomal. los niveles intracelulares de Caz"’,

b).- Los antagonistas especificos de los canales de Ca2+* sugiriendo que los canales de calcio
dependientes de voltaje no inhiben la captacién de dependientes de voltaje existen en los
calcio. ) espermatozoides de esta especie animal.

c).- Los antagonistas especificos de los canales de Ca2+| Asi mismo, Fraser y Monks (1990)
dependientes de voltaje no previenen la ocurrencia| demostraron que en el raton la presencia
de la reaccién acrosomal (Roldan y col. 1986; Rink, | d€ nifedipina, un conocido inhibidor de los
1977). canales de calcio dependientes de voltaje,

en concentraciones tan bajas como 1.0 nM,

efectivamente impide la presentacion de la
reaccion acrosomal en espermatozoides previamente capacitados en presencia de
concentraciones altas de Ca2* (1.8 mM).

Es posible sugerir, entonces, que los mecanismos que controlan los flujos de calcio durante
la capacitacion difieren de los que operan al final de la capacitacion e inician la RA; ya que en
éste caso la regulacion del transporte de calcio es sensible a la accién de las hidropiridinas y
otros antagonistas, que se encuentran involucrados con el funcionamiento de los canales de
calcio. Cuando estos antagonistas fueron adicionados a espermatozoides capacitados, se
observé un aumento significativo en la estimulacioén de la reaccién acrosomal. Sin embargo ésto
ocurre solo cuando los espermatozoides estan totalmente capacitados; las suspensiones que
contenian espermatozoides parcialmente capacitados no respondieron a estos tratamientos
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(Fraser y Mc Intyre, 1988). Estos resultados permiten sugerir que los canales de calcio pueden

modular la ocurrencia de la reaccién acrosomal, pero no de la capacitacion, en los

espermatozoides de algunas especies animales.

Antipuertos Na* / Ca2* que utilizan la energia almacenada por el gradiente electrogquimico
de Nat para intercambiar Ca2+ por Na*, con una estequiometria de 1:3. El antipuerto Na* /
Caz2+ es el Unico de estos tres sistemas que puede mover los iones de calcio en ambas
direcciones; dependiendo de la direccion del gradiente de Na*, el antipuerto es capaz de
transportar Ca2* hacia ei interior de la célula o hacia el exterior de la misma. Generalmente
en la célula el gradiente de Na+* es grande y ef Ca2* tiende a ser expulsado de la célula; si el
gradiente disminuye 0 se invierte, la concentracion intracelular de CaZ2* tiende a aumentar.
Este mecanismo de transporte es estimulado por la presencia de ATP intracelular,
normaimente formando un complejo con el Mg2+. Experimentos recientes han demostrado
que el funcionamiento de este antipuerto se realiza en varios pasos, por o menos dos,
iniciandose con la fijacion del Ca2+ a la proteina transportadora que constituye el antipuerto
e induciendo en ella un cambio conformacional importante, el cual se refleja en la
produccion de una corriente transitoria llamada l¢ony, @ la cual sigue la corriente provocada
por el intercambio Na* / Ca2*. La proteina que constituye el antipuerto ha sido
recientemente caracterizada mediante el estudio del DNA complementario, habiéndose
encontrado que se trata de una proteina grande (108 kDa), que aparentemente atraviesa la
membrana 12 veces y contiene un dominio intracelular importante que muestra homologia

con los dominio de fijacién de la calmodulina (Pietrobon y col. 1990).

La carencia de evidencia que apoye el funcionamiento de canales de calcio
en el espermatozoide de los mamiferos apoya indirectamente la idea de que
el principal mecanismo que gobierna el transporte de calcio en estas células
es el antipuerto Na* / Ca2* , Bajo condiciones de reposo este antipuerto
funciona intercambiando Ca“* intracelular por Na* extracelular, el cual se
encuentra en concentraciones mayores en el exterior de las células. El
aumento neto de la concentracién intracelular de Na* puede ser prevenido
por la actividad de la ATPasa dependiente de Na* / K* de la membrana
plasmitica del espermatozoide.

Deben considerarse también
los cambios en el equilibrio
transmembranal de otros
iones. Los cambios en la
concentracion de K+ pueden
ser relacionados directa-

mente con la actividad de la ATPasa dependiente de Na* / K*, siendo posible que las

concentraciones altas de K* extracelular, como se encuentran en algunas regiones del aparato

genital femenino, actien estimulando la actividad de la bomba de ATPasa y previniendo una

elevacion prematura de la concentracién intracelular de Na*. En algunas especies, como el

hamster, la captacion de K* parece ser un mecanismo necesario para iniciar la ocurrencia de la

reaccion acrosomal.
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Iguaimente, las modificaciones en el equilibrio de H* intra- e H*-extracelular parecen ser
muy importantes en los eventos iniciales 0 en la regulacion de la exocitosis. Algunos experi-
mentos recientes parecen indicar que los cambios en el gradiente de H*. posteriores al aumento
intracelular de Ca2+ son indispensables para que la reaccién acrosomal se manifieste

dptimamente.

E! funcionamiento del antipuerto Na* / Ca2* representa un mecanismo de la mayor
importancia en la fisiologia normal de algunos tipos celulares. Su importancia parece residir en
la necesidad que tienen varios tipos de células, de mantener baja la concentracion intracelular
de Ca2+ durante fases especificas de su fisiologia normal. La medici6n directa de las corrientes
eléctricas que se producen durante el funcionamiento de este antipuerto ha demostrado que su
mecanismo de funcionamiento obedece a un transporte consecutivo de dos pasos, el cual
transporta el Ca2+ a través de la membrana durante una fase de rearreglo molecular y
posteriormente transloca el Na+ durante un rearreglo molecular diferente. Tal mecanismo de
transporte consecutivo debe presentar dos eventos conformacionales de transicién que acom-
pailan al proceso de translocacién, el cual involucra tres iones de Na* introducidos a la célula
por cada i6bn de Ca2* acarreado hacia el exterior. Debe mencionarse también que existe
evidencia de que el antipuerto Na+* / Ca2+ puede funcionar, aunque en forma restringida, como
un intercambiador del mismo tipo de iones; es decir intercambiando Na+ 0 Ca2+ extracelulares
por el mismo tipo de iones del ambiente intracelular (Siaughter y col., 1988). Es oportuno
mencionar que en los miocitos cardiacos se ha determinado la presencia de ~250 antipuertos

por cada um2, cada uno de los cuales recambia cerca de 2,500 veces por segundo.

La proteina obtenida del corazén que forma el antipuerto Na* / Ca2* tiene un peso
molecular aparente de 160 kDa, su funcionamiento depende de la presencia de ATP y aunque
no se ha podido determinar con precisién que sea fosforilada como parte de este mecanismo de
control, es posible que su funcionamiento sea modulado por fosforilacion. La determinacién de
la secuencia de aminoacidos de ia proteina ha demostrado la presencia de un sitio claro en una
de las porciones intracelulares (secuencia RKAVS; amino 4cidos 385-389), en donde la proteina
puede ser fosforilada ya sea por una fosfocinasa dependiente de calmodulina, como por una
dependiente de AMP ciclico (Slaughter ycol. 1988.,Reuter., 1991).

Aigunas de las propiedades estructurales de esta proteina que son particularmente
importantes son: es rica en tirosina (28 residuos) y triptofano (10 residuos), estos ditimos
distribuidos de manera sorprendentemente simétrica en los dos extremos de la molécula: es una
proteina muy &cida, con 137 residuos 4cidos y solamente 108 basicos (incluyendo histidinas) y
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cuyo anélisis de hidropatia parece indicar que cruza la membrana plasmatica 12 veces (Nicoll y
col., 1990).

. La presencia de bombas enzimaticas dependientes del consumo de ATP, que estan encar-
gadas de intercambiar el Ca2+ intracelular por protones. En este caso es también necesaria

la presencia de Mg2* para formar el conocido complejo con el ATP (Schatzman, 1985).

1.9 INICIO DE LA REACCION ACROSOMAL. EFECTO DE HORMONAS ESTEROIDES

A pesar de que el mecanismo de accion de las hormonas esteroides directamente sobre
el genoma celular, a través de un receptor citoplasmico, o sin él, ha sido demostrado
fehacientemente, existen aigunos efectos rapidos de estas hormonas, que no pueden ser
facilmente explicados a través de este mecanismo genémico. Estas evidencias han originando
un gran interés por la demostracién de que también existe un mecanismo de accion inmediato a
través de la interaccion de las hormonas esteroides con la membrana celular ( Meizel y tumer,
1991).

Modificaciones claras de la funcion membranal y la vacuolizacién micropinocitética del
plasmalema parecen ser acciones inmediatas resuitantes de la exposicion breve a la accion de
los esteroides. El trasporte de glucosa del eritrocito humano, que no posee la capacidad de
responder a nivel genémico, es modulado por esteroides, un fendmeno similar se presenta en el

espermatozoide humano (Hemandez-Perez, 1988).

El hecho de que el mecanismo de sintesis de macromoléculas se encuentra suspendido
en el espermatozoide ha hecho de esta célula un modelo adecuado para estudiar esta
interacciéon. La presencia de receptores membranales especificos para estradiol en
espermatozoides humanos, sugerida por sus efectos sobre el metabolismo y la capacitacién de
esta célula, fué propuesta por Mercado y col. (1974), quienes también demostrarén la existencia
de una interaccién clara de la progesterona con la membrana del espermatozoide humano,
utilizando el método de apagamiento (quencheo) de la fluorescencia intrinseca del
espermatozoide. Estos datos fuerén comprobados mas tarde (Amann y Harmmerstedt, 1976),
aunque en esta ocasion los resultados indicaron que la fijacion de la progesterona a la
membrana del espermatozoide se realizaba por un proceso no saturable y que no era posible

determinar la presencia de sitios especificos de alta afinidad en los espermatozoides de bovino.
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Algunos estudios recientes han reavivado el interés por la posibilidad de que las
hormonas esteroides actien a nivel membranal, particularmente en el caso de los tejidos
involucrados en la reproduccién. El ovocito de Xenopus laevis posee un receptor membranal
especifico para progesterona. Este receptor ha sido demostrado utilizando progesterona unida
covalentemente a la albumina sérica bovina, formando un complejo ue no es capaz de

atravesar |a membrana plasmatica(Baulieu y col., 1978)

Osman y col. (1989), sugiere que la progesterona y la 17a progesterona estimulan ia
reaccion acrosomal en el espermatozoide humano. Algunos experimentos recientes (Foresta y
col., 1993) han demostrado que la progesterona induce flujos de cationes monovalentes y
divalentes a través de un mismo o de dos mecanismos diferentes, lo que se refleja en el hecho
de en ocasiones los flujos de calt pueden ser grandes en ausencia de Na* y, en cambio los

flujos de Na* pueden ser grandes en ausencia de Ca* extracelular (Foresta ycol., 1993).

Blackmore y col.(1990), demuestra que la progesterona y la 17a hidroxiprogesterona
estimulan el flujo de calcio a través de la membrana de los espermatozoides humanos
capacitados o no capacitados. Estos reportes demuestran que ciertos esteroides pueden iniciar
un efecto bioldgico rapido en el espermatozoide humano y sugieren que el Unico modo de
accion posible para este efecto requiere la presencia de receptores de superficie membranal y
no puede ser facilmente explicado en base al funcionamiento de los clasicos receptores
intracelulares que requieren de la transcripcién del genéma. Estos mismos autores, mencionan
que el rapido incremento de calcio inducido por la progesterona en el espermatozoide puede
utilizar diversos mecanismos tales como: a) apertura directa de canales de iénes, b) generacion
de un segundo mensajero intracelular el cual a su vez abriria los canales, ¢) despolarizacion de
la membrana piasmatica y por consecuencia la apertura de canales de calcio dependientes de
voltaje, d) activacion de un antipuerto el cual intercambia Ca2* por otros cationes intracelulares,
e) liberacién de Ca2* de almacenenes intracelulares. Esta dltima posibilidad fué rechazada en
este reporte. Foresta y col.(1993) presenta evidencia de que los mecanismos anteriormente
mencionados pueden intervenir en el efecto de la progesterona, la cual causa una
despolarizacion rapida de al membrana, despolarizacién que es incrementada por la presencia
de factores quelantes.

Aunque los mecanismos de activacion del espermatozoide por efecto de la progesterona

no estan aun totalmente claros (Blackmore y col., 1991) , si esta claro que se requiere la

presencia de ca®* y que este ion divalente esta directamente involucrado en la estimulacion del
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receptor membranal (sun canal de iénes?). Foresta y col. (1993) demuestra que la presencia
del esteroide en ausencia de Ca?* extracelular, no causa incremento de la concentracién de

. e + .
Ca?*, esto demuestra que la progesterona es incapaz de movilizar Ca?* de recervorios

intracelulares.

También se conoce que el ligando o receptor que opera los canales de cationes, puede
admitir tanto Ca®* como Na+, y aun otros cationes monovalentes inorganicos y organicos,

incluyendo la colina y la metilglucamina ( Pizzo y col. 1991)

Existen fuertes évidencias que indican que los guanidin nucleétidos activados se unen a
una de las llamadas proteinas "G" la cual participa en las respuestas estimulatorias de tales
antagonistas y se ha sugerido que e_xite una proteina G tanto en espermatozoides de
invertebrados como en espermatozoides de mamifero (Kopf et al. 1986).

Meizel y col. (1991), utilizando un conjugado de progesterona con albdmina sérica
bovina, que seguramente no es capaz de pasar a través de la membrana plasmatica, demuestra
que este conjugado incrementa rapidamente la concentracién de Ca®* intracelular e inicia la
reacciébn acrosomal en espermatozoides capacitados, lo cual demuestra que la progesterona

actua a nivel membranal y no requiere ser primeramente translocada al interior del citoplasma.

Blackmore y col. (1991) utilizando el mismo conjugado demuestra que se incrementa
rapidamente la concentracién de Ca?* en el interior del espermatozoide humano, que el
conjugado acttia como un agonista de la progestrona; y aunque es 1.5 veces menos potente que
fa progesterona libre, el tiempo de incremento del Ca?* intracelular es practicamente el mismo.
Este autor seflala que la respuesta mediada por la progesterona a nivel membranal responde
con diferentes caracteristicas a los inhibidores de la fijacién de la progesterona al receptor
citoplasmico, el RU38486 y ZK98.229 fuerdn totalmente inefectivos para inhibir el incremento de
ca* provocado por la progesterona. Asi mismo demuestra que las progestinas sintéticas como
megestrol, acetato de medroxi-progesterona, norgestrel, noretinodrel, noretindrona, R5020 y
acetato de ciproterona no mimetizan los efectos de incremento de ca? provocados por a
progesterona.

Los flujos de calcio reportados en estos estudios en espermatozoides de humano
expuestos a progesterona muestran una respuesta global de los espermatozoides a la adicién de
la hormona, sin embargo, estos estudios no evaluan la respuesta individual de las células ni la
localizacion de los sitios de unién de fa hormona. Blackmore y col. (1991) usando el complejo

29




Efrain Islas Ojeda Tesis de Maestria

fluorescente P4-BSA-FITC, muestra que la unién de este complejo en los espermatozoides
eyaculados humanos se encuentra restringida a la region de la cabeza. También observa que
existe una poblacién de espermatozoides a la que no se une el complejo P4-BSA-FITC. Un aflo
después, Tesarik y col. (1992) muestra que solo el 10% de los espermatozoides despues de la
capacitacion in vitro aparecian marcados con el complejo P4-BSA-FITC y la mayoria de estas
células mostraban una reaccion acrosomal posterior en respuesta a la union de la hormona.
También demuestra que esos espermatozoides presentaban dos patrones de marcaje, uno de
ellos caracterizado por un marcado uniforme de la region acrosomal y el otro por la restriccion
del marcaje a la region ecuatorial del acrosoma. En ese ailo Tesarik y col. (1992) relacionan la
ausencia del receptor no gendémico a progesterona con la presencia de infertilidad. De una
manera mas fina es posible correlacionar la infertilidad masculina con la presencia de sitios de
unién a la P4-BSA-FITC y midiendo los flujos de calcio con Indo 1-AM (un indicador flurescente

del Ca?" libre intracelular).

En los tltimos aflos se ha demostrado que la progesterona es capaz de iniciar el
proceso de exocitosis en varias especies de mamiferos y de que en este proceso se encuentran
involucrados receptores para los canales de calcio (Wistrom y Meizel, 1993): Llanos y col.
(1993) lo demuestran en el hamster dorado, Shi y col. (1992) encuentan este efécto en
espermatozoides de hamster Chino; Meyers y col (1993) demuestran también la accién de fa

progesterona para provocar exocitosis y RA en espermatozoides capacitados de cerdo.

Tesarik y Mendoza (1993) demuestran que existe un patrén caracteristico de agregacion
del receptor a progesterona al unirse con su ligando, lo cual implica la existencia de un proceso
de proteolisis necesario para que se realice eficientenmente este evento. En el mismo afio
Tesarik y col. (1993) encuentran que existe una estimulacién de la fosforilacion de proteinas por
la interaccion de la progesterona con su receptor sobre la membrana del espermatozoide. Sin
embargo es importante mencionar que se ha demostrado que la accién de la progesterona no
parece involucrar la activacion de las proteinas G (Baldi y col., 1993) pero si la activacién de la
fosfolipasa A3 y la sintesis de Alquil-acetil glicerofosforilcolina denominado (Factor activador de
la agregacion de las plaquetas, PAF) (Baldi y col.,1993).
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Los resultados presentados por Baldi y col. (1993), demuestran que la incubacion de
espermatozoides de humano con substancias que estimulan el transporte de calcio, fisiologicos
(progesterona) o no fisiolégicos (el compuesto A23187) y estimulan la reaccion acrosomal,
prbduce un incremento significativo en 1a produccién de PAF. Estos resultados indican que la
sintesis de PAF en el espermatozoide de humano se incrementa por el estimulo que induce la

entrada de Ca2* y Que participa en la produccién de la reaccion acrosomal.

Turner y col.(1994) y Shi y col. {(1995) reportan que la induccién de la RA por la
progesterona involucra también la activacién de un receptor para el acido y-aminobutirico
(GABA). Sus resultados demuestran que la progesterona estimula la exocitosis en los
espermatozoides capacitados de ratén y sugieren que la accién de la progesterona es mediada
por un receptor GABA que funciona como un receptor de superficie, estimulando el transporte
de calcio. La induccién de la RA en los espermatozoides capacitados de ratén, puede ser
inducida también con agonistas del receptor GABA como lo es el muscimol. Estos autores
hacen énfasis en que el receptor GABAp es diferente a los que se encuentran en las células

nerviosas.
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2. HIPOTESIS

La expresién y distribucién de sitios de unién especificos a progesterona sobre la
superficie membranal del espermatozoide de conejo presenta cambios durante su paso por las

diferentes regiones del epididimo.

3. OBJETIVOS

3.1 Demostrar la presencia y localizacién de los sitios especificos para union de
progesterona en la membrana de espermatozoides eyaculados de conejo; asi como en

espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del epididimo

3.2 Demostrar posibles cambios en la distribucion y/o expresion de los sitios
membranales de union para progesterona en las difrerentes regiones del epididimo, que puedan

ser correlacionadas con la aparicion de la capacidad fertilizante del espermatozoide.

3.3 Determinar si la interaccion de factores descapacitantes presentes en el plasma
seminal interfieren con los sitios membranales de unidn para progesterona en los

espermatozoides eyaculados de conejo.

Nota: Es importante mencionar que aunque no se han caracterizado en su totalidad estos sitios
de union especificos para progesterona en el presente trabajo por comodidad de redaccion
tambien le llamaremos a este tipo sitios de unién receptor a progesterona.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

‘ Se utilizaron conejos machos de la raza Nueva Zelanda blanco de 12-24 meses de
edad, con un promedio de 3.8 kg de peso vivo con experiencia sexual y que hubieran
mostrado ser fertiles. Como animales estimulo se emplearon conejas hembras adultas de la
misma raza. Todos los animales fueron proporcionados por el bioterio de la Unidad Iztapalapa
de la UAM, permaneciendo en sus instalaciones con temperatura controlada (12 °C), con ciclos
de luz obscuridad de 14 X 10 h y mantenidos con alimento y agua ad libitum.

4.2 COMPUESTOS QUIMICOS

El derivado 3-O-Carboximetiloxima de la progesterona, conjugado con albamina sérica
bovina y marcado con isotiocianato de fluoresceina (P4-BSA- FITC) asi como el complejo
desprovisto de progesterona (BSA-FITC) se obtubieron de Sigma Chemical Co. (Sn. Luis

Missouri). Todos los compuestos quimicos empleados fueron de grado analitico.

4.3 OBTENCION DE SEMEN DE CONEJO

Las muestras de semen se obtuvieron con ayuda de una vagina artificial utilizando una
hembra adulta como estimulo. Los machos tuvieron un entrenamiento de 15 dias previo al inicio
de los experimentos, el cual consistié en la introduccién de la hembra estimulo a su jaula para
observar su conducta e interaccion sexual. La vagina artificial utilizada tiene las siguientes
caracteristicas:

camisa Diametro externo
interna plg-
de tatex - Tapen latex Tubo colector
Diametro {
intemo
172 plg J 7
Liga d / ‘
caucho Liga de caucho
Temp. Camisa externa
4o0rC rigida
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El semen colectado se procesé dentro de un tiempo no mayor a los treinta minutos y la
frecuencia de coleccion fué cada cuatro dias. Las muestras de semen fueron diluidas con una
solucion bofer Biggers, Whitten y Wihittingbien (BWW) modificado, libre de calcio, que contiene
95~mM NaCl, 25 mM Piruvato de Sodio, 21 mM Lactato de Sodio, 5 mM KCl y 30 mM Hepes
(Sigma P.M. 238.3), ajustada a pH 7.4, se centrifugar6n a 500 g durante 5 min y el precipitado
se resuspendié en un volumen de 3ml de solucion BWW,repitiendose la operacién dos veces

mas.

4.40BTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE LAS DIFERENTES REGIONES DEL
EPIDIDIMO DE CONEJO.

Las muestras de espermatozoides se obtubieron de las regiones de la cabeza, cuerpo y
cola del epididimo siguiendo la técnica descrita por Heuzé y Rosado (1992). Cuatro dias
después de la ultima eyaculacion, los conejos se sacrificaron por dislocacion cervical, y se
realizd una incisién en la parte anterolateral del cuello para eliminar la mayor cantidad de
sangre. Posteriormente se realiza una incision en el area inguinal separando el testiculo y la
seccion inicial del conducto deferente de ambos lados, utilizando pinzas de dientes de raton y

tijeras de Mayo rectas.

Los testiculos asi obtenidos se depositaron en BWW en baiio de hielo para evitar que
se deshidraten se debera mantener una temperatura constante durante su perfusién . El
testiculo y el epididimo se perfundieron por la arteria espermatica con solucion salina fisiolégica
mantenida en baflo de hielo, utilizando agujas de calibre 29, segin la técnica descrita por
Heuzé y Rosado (1992).

Una vez perfundidos los érganos, se disecé el epididimo eliminando el tejido adiposo
que se encuentra alrededor del mismo para lo cual se utilizan unas tijeras para iris, los tejidos se
bafhan constantemente con BWW para mantener el tejido humedo y frio. Posteriormente el
epididimo es dividio en las tres secciones anatémicas, ligando con hilo Nylon los limites entre la
region de la cabeza y el cuerpo y los limites entre la parte proximal del cuerpo y la parte distal
de la regién de la cabeza.

El epididimo se cort6 en tres secciones, la seccion de la cabeza y la cola se colocan en
3 mi de BWW libre de calcio y se mantienen en bafio de hielo.Estas regiones de la cabeza y el
cuerpo se liberaron de las ligaduras y se fragmentaron finamente con navaja de bisturi,
resuspendiendo los fragmentos en un volumen constante de BWW (3 mi). La suspensioén se hizé
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pasar por una malla (previamente lavada) de 88% Nylony 2% Licra para eliminar el tejido y
utilizar los filtrados, éstos son centrifugados dos veces a 900 g y resuspendidos en 3 mi de
BWW libre de calcio como lo describen Mercado y col. (1992).

La region de la cola se perfundié por el conducto deferente con 3 mi de BWW libre de
calcio obteniendo los espermatozoides de esta seccion lo suficientemente limpios para ser

utilizados en los experimentos.

4.5 EVALUACION DEL SEMEN Y LAS MUESTRAS OBTENIDAS DE EPIDIDIMO.

Todas las muestras utilizadas para los experimentos se sometieron a fa siguiente
evaluaciénsegun las tecnicas propuestas por Belsey y col.(1980).

Movilidad cuantitativa.

La movilidad cuantitativa se determiné en una muestra diluida 1:200, contando 100
espermatozoides tanto méviles como inmdviles en 10 campos microscopicos elegidos al azar.
La movilidad cuantitativa se expresa en por ciento a partir del nidmero total de espermatozoides
mdviles contados en los 10 campos.

Movilidad cualitativa.

Se determiné subjetivamente por el grado de movimiento en masa que presenta la
muestra, dandole una calificacién arbitraria de la siguiente manera:

Muestra sin movimiento 0
Muestra con movimiento pobre
Muestra con movimiento progresivo bueno XX

Muestra con movimiento progresivo exelente XXX
Una muestra de espermatozoides eyaculaGos se considera como normal, cuando estos

presentan movimientos progresivos entre buenos y exelentes, al observarios en un tiempo no
mayor a 2 hrs despues de la eyaculacién.
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Viabilidad del espermatozoide.

El namero de espermatozoides vivos se determiné por la técnica de tinci6n supravital
utilizando Eosina - Nigrosina. En una laminilla ligeramente caliente se coloca una alicuota de la
muestra, adicionando dos gotas del reactivo de tincién que contiene 1% de Eosina, 5% de
nigrosina y citrato de sodio al 3% disueltos en agua destilada. Con una laminilla se distribuye la
muestra tefiida sobre el cristal y se seca sobre una platina caliente; se cuentan 100
espermatozoides de la muestra tefiida diferenciando los espermatozoides vivos de los muertos
en un microscopio de luz observando a 40 X. Los espermatozoides muertos aparecen teftidos de
rojo, mieniras que los espermatozoides vivos permanecen sin teflir o presentan una baja
coloracion. El porcentaje de espermatozoides vivos en una muestra de semen normal es en
promedio del 70%.

concentracién espermatica

Las concentraciones espermaticas se determinaron con ayuda de un hemocitémetro
estandar (cdmara de Neubauer). La muestras de espermatozoides se mezclarén perfectamente
en un agitador tipo Vortex y se diluyeron a una relacion 1:200 para las muestras de semen,
1:100 para fas muestras de cola y 1:20 para las muestras de cabeza y cuerpo de epididimo,
utilizando agua destilada, con lo cual los espermatozoides se inmovilizan y se pueden contar.

Se colocé una alicuota de la muestra diluida en cada celda del hemocitémetro, cuidando
que la muestra no se desbordara hacia los canales de la cadmara, se deja reposar 15 minutos
para que las células se sedimenten y las células se cuentan en un microscopio de contraste de
fases a una maghnificacién de 40x.

El nimero de células es calculada inicialmente en mm3, obteniendo la concentracion
total en millones de células/mi multiplicando el nimero de células contadas X el factor de
dilucién X el factor de volumen,

Todas las muestras se ajustaron a una concentracién de 106 cel /mi y se incubaron con
el conplejo de progesterona conjugada con albimina de suero bovino y marcada con
fluoresceina P4-BSA- FITC para visualizar los sitios de unién de la P4 sobre la supertficie del
espermatozoide.
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4.6 PURIFICACION DEL COMPLEJO P4-BSA- FITC.

El complejo Progesterona 3-(O- carboximetil) oxima:BSA-Isotiocianato de fluoresceina
(P4-BSA- FITC) se tratad con una suspension de carbén-Dextran a fin de adsorber la
progesterona que se hubiera liberado espontaneamente del compilejo.

El carb6n activado (NORIT-A, MERCK.Co.) que se utilizé fué previamente purificado,

neutraiizado y activado de acuerdo al siguiente procedimiento.

a) 100 g de NORIT-A se suspendieron en 500mi de HCI 0.1 N agitando constantemente con una

varilla de vidrio durante 15min.

b) La suspensién se centrifugé a 5000 rpm /5 min y se decant6 el sobrenadante; el carb6n se
resuspendié en 500 ml de agua destilada, se agité durante 15 min y se centrifug6 a 5000 rpm /
5min decantando el sobrenadante.

c) El carbén se resuspendi6 en 500mi de una solucién de NaOH 0.1 N se centrifug6 a 5000
rpm/ 5 min y se decant6 el sobrenadante.

d) Se realizaron lavados con 500 mi de agua destilada centrifugando cada vez hasta que el
agua de lavado tenga un pH neutro.

e) En una mufla se activa a 300°C durante 5hrs conservandose posteriormente en un
desecador hasta su utilizacion.

La suspension de carbon-Dextran se preparé con 60 mg de NORIT, 6 mg de Dextran T-
70 (PM 70,000) disuelta en 100 ml de BWW. Esta suspensién se agita constantemente con un
agitador magnético a 4°C (cuarto frio), y se toman alicuotas de 5 ml que se agregan a la Pg4-
BSA- FITC (5-10 mol de P4/ mol de BSA y 2-5 mol de FITC / mol de P4-BSA), que se mantiene
en agitacion constante por medio de un agitador magnético durante 24 hrs a 4°C y
posteriormente se centrifuga a 48,000 g por 90 min. a 2°C.

El precipitado resultante contienia la progesterona libre adsorbida por el carbén-cubierto
por Dextran. El sobrenadante que contiene el complejo P4-BSA- FITC se centrifugé nuevamente
en las mismas condiciones con el objeto de eliminar cualquier residuo de carb6n-Dextran que

no se hubiere sedimentado durante la primera centrifugacion. El sobrenadante se dividi6 en
alicuotas de 1.5 mi que se almacenaron a -21°C.
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El contenido de proteinas (BSA) del sobrenadante se determiné por medio de absorcion
de UV en un espectrofotémetro a 279 nm y como referencia se considera que la Eqo,= 6.67
equivale a una concentracién de 10 ug/ml. La concentracién final del complejo en el medio fué
dé 10pg P4-BSA- FITC que corresponden a ~ 2umol de progesterona. '

En los grupos control se utiliz6 un complejo desprovisto de progesterona (BSA- FITC)
que contenia de 2 a 5 mol de FITC / mol de BSA. Este control fué sometido al mismo proceso

de purificacion que el complejo con Py .
4.7 INCUBACION CON EL COMPLEJO P4-BSA- FITC.

De las muestras de cada region del epididimo y de las muestras de espermatozoides
eyaculados ajustadas a108 células / ml se tomaron alicuotas de 300 ul por triplicado, se
centrifugaron a 500g durante 5 min y se resuspendieron en 300 pl de BWW que contenia el
complejo P4-BSA- FITC o BSA-FITC.

Posteriormente las muestras se incubaron a 37°C durante 30 min y se lavaron con
BWW libre de calcio 2 veces, centrifugando cada vez a 500g durante 5 min, para eliminar el
complejo que no se unié a la superficie celular.

Posteriormente se realizarén frotis por triplicado contratifiendolos con Eosina-Nigrosina
de acuerdo a la tecnica descrita anteriormente. Los frotis fueron observados en un microscopio
de epifluorescencia (ZEISS lil RS ), utilizando un filtro de banda ancha (BP 450-490, LP 520).
Se tomaron fotografias de las muestras de las diferentes regiones del epididimo y de los
espermatozoides eyaculados y se calculd el porcentaje de espermatozoides marcados con un
patron especifico de acuerdo al tipo de muestra y al estadio de maduracién espermatica. Todos
los experimentos se realizaron por cuadruplicado.
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5. RESULTADOS

Los resultados obtenidos delos experimentos realizados muestran patrones diferentes
de fluorescencia para los espermatozoides obtenidos de las distintas regiones del epididimo
(cabeza, cuerpo, cola) y también en los espermatozoides obtenidos por eyaculacion.

Los espermatozoides de las regiones estudiadas muestran diferencias especificas en la

distribucion de la fluorescencia las cuales se describen a continuacién.

5.1 PATRON DE FLUORESCENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES DELA REGION DE LA
CABEZA DEL EPIDIDIMO

La fluorescencia observada en los espermatozoides colectados de la regi6bn de la
cabeza del epididimo una distribucién difusa en la cabeza del espermatozoide, con tendencia a
concentrarse hacia la regién ecuatorial de la misma, formando una banda de fluorescencia en
esta region, se observé ademés fluorescencia en la regién acrosomal y post acrosomal hacia la

base de la cabeza donde se implanta el flagelo.

Todos los espermatozoides marcados muestran fluorescencia en la region de la pieza

media de la cola. Fig. 1, 2.

Fig.1 Fig.2

39




Efrain Islas Ojeda Tesis de Maestria

5.2 PATRON DE FLUORESCENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES DELA REGION DEL
CUERPO DEL EPIDIDIMO

Los espermatozoides de la regién del cuerpo del epididimo incubados con P4-BSA-
FITC muestran un patrén caracteristico de agregacion de la fluorescencia, formando parches en
la regidn del acrosoma. Este patrén de fijacion de la progesterona es diferente al observado en
los espermatozoides obtenidos de las otras dos regiones del epididimo. Es también posible
observar puntos fluorescentes hacia 1a regién ecuatorial . La formaciéon de agregados o parches
que muestran un posible reacomodo del receptor a progesterona son similares a los descritos
por Tesarik et al (1993), sin embargo nuestros experimentos no nos permiten asegurar que
existe un movimiento del receptor como consecuencia de la union del conjugado P4-BSA-FITC.

En los espermatozoides que presentaron marcas fluorescentes se observé también la
presencia de fluorescencia en la pieza media de la cola, Fig. 3. Es importante mencionar que los
espermatozoides obtenidos de esta regiéon del epididimo incubados con BSA-FITC sin
progesterona como grupo control no presentan habitualmente ninguna fluorescencia y los que
presentan fluorescencia lo hacen en forma difusa observandose solo una sombra de
fluorescencia a lo largo de la membrana del espermatozoide;

Fig.3
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5.3 PATRON DE FLUORESCENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES DELA REGION DE LA
COLA DEL EPIDIDIMO

Los espermatozoides obtenidos de la region de la cola del epididimo incubados con P4-
BSA-FITC, muestran un patrén de fluorescencia que difiere en mucho con los patrones descritos
en los espermatozoides obtenidos de otras regiones del epididimo y con los patrones de
fluorescencia descritos por Tesarik et al. (1992, 1993) para los espermatozoides capacitados de
humano. Los espermatozoides de la regién de la cola del epididimo muestra una agregacién de
la fluorescencia hacia la region anterior del acrosoma formando una banda fluorescente que
delinea claramente el acrosoma, dejandose de observar la banda de fluorescencia en la region
ecuatorial que se encontré en los espermatozoides de las regiones de la cabeza del epididimo,
es importante mencionar que también los espermatozoides de esta regiondel epididimo

presentan fluorescencia en la pieza media de la cola del espermatozoide Figs.4, 5.

Fig. 4 Fig.5
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5.4 PATRON DE FLUORESCENCIA DE LOS ESPERMATOZOIDES OBTENIDOS
POR EYACULACION

Los espermatozoides obtenidos por eyaculacion e icubados con P4-BSA-FITC,
muestran un patrén de fluorescencia que difiere totalmente de los espermatozoides obtenidos de
la regi6n de la cola. Estos presentan nuevamente fluorescencia que se distribuye en toda el area
acrosomal sin presentarse agregados en la regién anterior del acrosoma como lo presentan los
espermatozoides de la region de la cola del epididimo, tampoco se observan parches como los
encontrados en el area acrosomal de los espermatozoides obtenidos del cuerpo del epididimo.

Es importante hacer notar, que se sigue observando fluorescencia bien definida en la
pieza media de la cola en todos los espermatozoides observados. Fig.6.

Fig. 6.
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5.6 GRUPOS CONTROL.

En todos los experimentos realizados, se tomaron muestras que fueron incubadas con
BSA-FITC, sin progesteroha, las cuales sirvieron como grupos control para cada experimento.
En dichas muestras no se encontré normalmente ninguna fluorescencia apreciable y cuando
existié ésta fué poco notable y difusa, mostrandose habitualmente sobre todo el contorno de la
membrana de los espermatozoides, sin mostrar agregaciones o parches ni patrén especifico de
fijacién y por lo mismo no hubo, en estos casos, ninguna diferencia entre los espermatozoides

de las diferentes regiénes estudiadas. Fig 7.

Control
Cabeza

Control
Cuerpo

Control
Cola

Control

Eyaculado
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5.6 EVALUACION DE LOS ESPERMATOZOIDES VIVOS Y MUERTOS TENIDOS CON
P4-BSA-FITC.

Las muestras observadas en el microscopio de epifluorescencia, fueron analizadas
contabilizando las células que fueron marcadas con el complejo P4-BSA-FITC y aquellas en
que no hubo unién de dicho complejo, diferenciando de estas Uitimas las células que estaban
muertas y las que estaban vivas pero que no presentaron unién durante la incubacién con el

complejo.

Todas las muestras iueron tefidas por la técnica de tincién supravital Eosina-Nigrosina
con el fin de diferenciar los espermatozoides vivos y muertos y sus caracteristicas de
fluorescencia. A continuacién se presentan los resultados obtenidos en cada uno de los cuatro
experimentos realizados, asi como el analisis estadistico de todas las muestras incluidas en este

trabajo.

EXPERIMENTO No. 1

ESPERMATOZOIDES, POR CIENTO
REGION Marcados No marcados, vivos No marcados, muertos
Cabeza 66 1 33
Cuerpo 54 17 29
Cola 72 12 16
Eyaculados 57 12 31

EXPERIMENTO No. 2

ESPERMATOZOIDES, POR CIENTO
REGION Marcados No marcados, vivos No marcados, muertos
Cabeza 82 2 16
Cuerpo 56 7 37
Cola 84 4 12
Eyaculados 62 7 3
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EXPERIMENTO No. 3

Tesis de Maestria

ESPERMATOZOIDES, POR CIENTO

REGION Marcados No marcados, vivos No marcados, muertos
Cabeza 76 7 17
Cuerpo 47 4 39
Cola 81 7 12
Eyaculados 66 4 30

EXPERIMENTO No. 4

ESPERMATOZOIDES, POR CIENTO

REGION Marcados No marcados, vivos No marcados, muertos
Cabeza 79 5 16
Cuerpo 58 14 28
Cola 81 5 14
Eyaculados 63 16 21
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6. DISCUSION.
Hasta hace poco se habia pensado que la gran mayoria, si no es que la totalidad, de los

efectos que tienen las hormonas esteroides sobre los sistemas vivos son mediados a través de
receptores citoplasmicos y nucleares especificos. Segun este concepto la interaccion del
complejo esteroide/receptor con el DNA actuaba invariablemente a través de la modificacion de
la actividad transcripcional de las células blanco. Sin embargo, en los dltimos 10 afios, se ha
presentado un numero creciente e importante de evidencias experimentales que demuestran la
existencia de efectos rapidos de algunas hormonas esteroides, los cuales no son faciimente
interpretables por medio del sistema clésico de interaccién mencionado arriba. Tales evidencias
comprenden una creciente variedad de estirpes celulares: neuronas, hepatocitos (Sanchez-
Bueno y col, 1991), y espermatozoides (Osman y col, 1989) entre otras estirpes celulares.

Puesto que su mecanismo de transcripcion y traduccién de la informacion genética se
encuentra detenido, las células espermaticas se consideran en la actualidad como un modelo
particularmente atil en la demostracion de que los efectos rapidos de las hormonas esteroides
sobre estas células son realizados a través de su interaccién con receptores membranales
especificos (Blackmore y col., 1990, Meizel y col., 1890; Tesarik y col., 1992).

Sin embargo, inicialmente el sitio de accion de la progesterona para realizar estas
acciones fué motivo de duda. En efecto, debido a su naturaleza hidrof6bica, la progeSterona
puede atravezar facilmente la membrana plasmética, de manera que es concevible que su
actividad se realice a través de mecanismos intracelulares y no membranales. Era pués
indispensable demostrar, de manera objetiva, a que nivel se regulaba en las 'células
espermaéticas la estimulacion del transporte de Caz' por la progesterona.

Se ha propuesto que cuando se sospeche que un ligando puede actuar a través de su
fijacion a receptores membranales, la demostracion de tal mecanismo puede realizarse
mediante el uso de ligandos inmobilizados, es decir, mediante la fijacion quimica de la molécula
efectora a moléculas que por sus caracteristicas fisico-quimicas y su tamafio son claramente
incapaces de penetrar al interior de las células. Debe tenerse presente, sin embargo, que la
fijacion del ligando a la molécula inmobilizadora debe realizarse de tal modo que no interfiera
con su capacidad de fijarse al receptor membranal, conservando la eficiencia, la especificidad y
la funcionalidad de la interaccion. Numerosos experimentos realizados utilizando esta técnica de
ligando inmobilizado, han demostrado que la actividad de la progesterona sobre la captacién de
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ca® por el espermatozoide humano se realiza sin ninguna diferencia cuando la progesterona se
adiciona libre, que cuando la progesterona se adiciona unida covalentemente por medio de un
radical O-carboxi-metiloxima formando un enlace entre la posicion 3 de la progesterona y la

aIBumina sérica bovina (Tesarik y Mendoza, 1993).

La utilizacién de esta técnica del conjugado sintético albamina-progesterona, pero
adicionado de la presencia de un trazador fluorescente (isotiocianatao de fluoresceina), ha
permitido identificar la localizacién del receptor membranal (Tesarik y col.,, 1992) sobre la
membrana plasmética que cubre la regién acrosomal del espermatozoide humano, sin que hasta
el momento se haya establecido, en las células espermaticas de otras especies animales, si la
distribucion del receptor membranal a progesterona es semejante.

Nuestros resultados presentan, por primera vez, la visualizacion de la distribucién del
receptor a progesterona sobre {a superficie de los espermatozoides eyaculados de una especie
animal diferente al humano. Es posible observar que, en el conejo, los espermatozoides
obtenidos por eyaculacién e icubados con P4-BSA-FITC, muestran un patrén de fluorescencia
localizado sustancialmente en toda el area acrosomal sin presentarse agregados en la region
anterior del acrosoma, ni tampoco, sino excepcionalemente, sobre la regién ecuatorial de la
cabeza. Es importante hacer notar, que en el caso de los espermatozoides de conejo se
observa, en todos los espermatozoides eyaculados estudiados, fluorescencia bien definida en ia
porcién basal de la cabeza y en la pieza media, lo cual no sucede en el caso del espermatozoide
humano (Tesarik y col.,1992, 1993).

Estudios recientes han demostrado que la progesterona es capaz de inducir la reaccion
acrosomal en espermatozoides de diferentes especies animales. Hasta ahora se ha demostrado
que la progesterona puede iniciar la exocitosis en el humano (Osman y col., 1989; Meizel ycol.,
1991; Tesarik y col., 1992), en el hamster dorado (Llanos y col., 1993), en el caballo (Meyers y
col., 1993) y en el cerdo (Meléndrez y col., 1993). También se ha demostrado que este
esteroide, y algunos de sus derivados como la o-hidroxi progesterona, inducen una rapida
captacion de ca* por los espermatozoides de estas especies animales, tanto capacitados como
no capacitados (Blackmore y col., 1990, Meizel y col, 1990; Tesarik col., 1992).

En los resultados presentados en el presente trabajo, demostramos primeramente que la
progesterona se une selectivamente a la membrana de los espermatozoides de conejo en forma
parecida a la descrita en los espermatozoides de humano (Tesarik col., 1992). Asi mismo este

trabajo demuestra que el receptor a progesterona existe y es capaz de unir a la progesterona
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desde que el espermatozoide entra a la region de la cabeza del epididimo. La presencia del
receptor en los espermatozoides de las diferentes regiones del epididimo: cabeza, cuerpo y
cola, sugiere que la expresion de dicho receptor y su localizacién en la superficie de la célula
eépermatica constituye parte del proceso de la espermatogénesis en si y no forma parte del

proceso de maduracién del espermatozoide en el epididimo.

Sin embargo, nuestros datos indican que la distribucién de dicho receptor sobre la
superficie espermatica si es sustancialmente modificada durante el paso de los espermatozoides
por el conducto epididimario y que dicha redistribucién forma parte del proceso de maduracion
que experimenta el espermatozoide durante su transcurso a través del conducto epididimario y
que finalmente se traduce en la adquisicién por 1a gameta mascuiina de la funcionalidad que le
permitird realizar exitosamente su papel en la fertilizacion del ovocito. El patrén de fijacion
observado en el cuerpo del epididimo muestra que existe un re-acomodo de los receptores,
éstos al parecer se desplazan hacia la parte anterior del acrosoma durante el paso del
espermatozoide de la region de la cabeza a la regién media del epididimo. De ia misma manera,
las fases tardias del proceso de maduracién epididimaria involucran un nuevo reacomodo de los
receptores a progesterona en la superficie del espermatozoide, de manera que en las células
localizadas en la cabeza del epididimo la distribucién del receptor se hace altamente localizada

y especifica a la region periacrosomal.

Es posible que los cambios en la distribucién del receptor sobre la membrana del
espermatozoide, durante su paso a lo largo del epididimo, esté relacionada con la capacidad
que tienen los espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del epididimo para
acumular selectivamente calcio de fuentes exbgenas. Se sabe que uno de l0s mecanismos por
los cuales los receptores membranales cumplen su funcion reguladora sobre el proceso de
generacion de sefiales iniciadas por la formacion del complejo receptor/ligando, consiste en la
agregacion de los receptores en regiones especificas de la superficie celular. Con base en estas
observaciones se ha propuesto recientemente que el mecanismo de accion de la progesterona
como inductora de la exocitosis que acompana la producciéon de la reaccién acrosomal en los
espermatozoides de algunas especies de mamiferos, depende también de la reditribucion de los
receptores membranales para formar agregados o “patches” en regiones especificas de la
superficie acrosomal de la célula espermética (Tesarik y col., 1992a; Tesarik y Mendoza, 1993).

Nuestros resultados demuestran que una de las caracteristicas de los espermatozoides
obtenidos de la region media (cuerpo) del epididimo de conejo es ia agregacion dei receptor en

forma de parches. Si se compara este patrén de fijacion del esteroide con el observado en las

48




Efrain Islas Ojeda Tesis de Maestria

gametas aisladas de la cabeza del conducto epididimario, es evidente que la distribucién en
parches o aglomerados de los receptores debe obedecer a un proceso de reacomodo del
receptor a progesterona que acontece durante el desarrollo del proceso de maduracién del
esbermatozoide en el epididimo, este tipo de agregacién podria ser un mecanismo de control
para la entrada y salida de calcio que se ha demostrado ser diferentes en las diferentes etapas

del proceso de maduracion.

Segun esto, podriamos sugerir que la distribucién difusa del receptor a progesterona sobre la
region acrosomal de los espermatozoides de la cabeza del apididimo podria permitir una mayor
capacidad para captar calcio como lo describe Vijagraghavan y col. (1989). En efecto, en 1889
Vijagraghavan y col. describe que la acumulacién de calcio de fuentes exdgenas en
espermatozoides inmaduros de cabeza de epididimo lilega a ser hasta 4 veces mayor que el
observado en espermatozoides aislados de la cola de este conducto. Sin embargo debemos
decir que segun los experimentos de este investigador, la acumulacién de calcio en las células
obtenidas de esta regién del epididimo requiere la presencia de lactato como sustrato exdgeno
y por lo tanto sera particularmente importante para el mantenimiento de las funciones vitales de
las gametas. Por otro lado, es posible proponer que [a distribucién en aglomerados, que se
presenta caracteristicamente en los espermatozoides de cuerpo de epididimo, aunque reduce ia
captacion total de calcio por el espermatozoide, le da mayor selectividad al proceso. Siguiendo
este marco de pensamientos, seria posible sugerir que la distribucién selectiva del receptor a la
progesterona, estrictamente en el acrosoma, de los espermatozoides obtenidos de la cola del
epididimo, constituye la etapa final de maduracién de este proceso de regulacion del transporte

de calcio, circunscribiendo el proceso estrictamente a la region periacrosomal.

La fluorescencia encontrada en la pieza media de ia cola del espermatozoide obtenido
de cualquiera de las diferentes regiones del epididimo, asi como en los espermatozoides
obtenidos por eyaculacién, podria tener relacién con los procesos de acumulacion y excrecion
de calcio necesarios para el metabolismo energético general de la célula esperméatica. Esta
conclusion podria ser facilmente sustentada en los siguientes hechos: a) la estrecha relacién de
las membranas mitocondriales con la membrana plasmatica en la célula espermética; b) existe
bastante evidencia de que el incremento intracelular de calcio en la gameta masculina es
dependiente de la presencia de sustratos naturales exdgenos tales como el acido lactico
(Yanagimachi, 1994); c) a este punto debe agregarse el hecho de que la localizacién de la
izoenzima llamada X de la deshidrogenasa lactica (LDH-X) es de localizacion mitocondrial y que
se ha demostrado que la actividad de esta enzima, especifica del espermatozoide en los
mamiferos, tiene relacién con la acumulacién de calcio; d) se ha demostrado que el estado
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redox de los piridin nucleétidos mitocondriales funciona como un eficiente mecanismo regulador
de la entrada y salida de calcio (Hammer, 1973; Yanagimachi, 1994); e) finalmente, se ha
demostrado (Babcock y col., 1976), en espermatozoides maduros obtenidos de la regién
te}‘rninal del epididimo, el transporte de importantes cantidades de caicio que se acumulan
intracelularmente cuando las células espermaticas son suspendidos en boéfers que contienen
calcio. Esta entrada de calcio al espermatozoide es fundamentalmente determinada por la

actividad mitocondrial (Babcock y col., 1978)..

Finalmente quisiéramos proponer que los cambios observados en la distribucion del
receptor a progesterona cuando las células espermaticas entran en contacto con la secrecion de
las glandulas accesorias, en el momento de la eyaculacién, se debe fundamentalmente al
recubrimiento de la superficie espermatica, principaimente de su region acrosomal anterior, por
los factores llamados descapacitantes. La adhesion de estos factores a la membrana plasmatica
del espermatozoide impide que el espermatozoide recién eyaculado pueda experimentar la
exocitosis que acompaiia a la reaccién acrosomal. ES bien sabido que para que l1a reaccion
acrosomal pueda realizarse normaimente después de la eyaculacion, es preciso que ocurra con
anterioridad el proceso llamado de capacitacion (Coetzee y col, 1990; Fraser y Monks, 1990,
Yanagimachi, 1994) el cual requiere, como parte del proceso normal, el desprendimiento de
algunas sustancias de estructura proteica que se han fijado a la membrana del espermatozoide

durante su contacto con el fluido seminal.

También se ha propuesto que la capacitacién involucra la facilitacion de los
mecanismos de captaciéon de calcio por el espermatozoide, los cuales serdn indispensables
durante el desarrollo de la reaccion acrosomal (Fraser y col., 1984; Hermmandez- Pérez vy
Rosado,1988; Yanagimachi, 1994). Rufo y col. (1982), estudiando el proceso de descapacitacion
en los espermatozoides de toro encontrd que mientras los espermatozoides epididimarios de
toro tienen la capacidad de acumular calcio rapidamente, los espermatozoides eyaculados no lo
hacen asi. Este mismo autor, (Rufo y col., 1982) aisl6 del plasma seminal del bovino una
proteina, llamada caltrina, que funciona como inhibidor del transporte de calcio, modulando el
intercambio Na*/ Ca®* y que podria funcionar como factor descapacitante.

En conclusién, nuestros resuitados demuestran, por primera vez, el patrén de
distribucion de los receptores a progesterona sobre la superficie membranal de los
espermatozoides eyaculados de una especie de mamiferos diferentes al hombre, los

lagomorfos, comprobando algunos hallazgos anteriores sobre la participacion de 1a interaccion
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progestageno / membrana espermatica como parte de los procesos de capacitacion y de
reaccién acrosomal.

También por primera vez, en cualquier especie animal, se demuestra la presencia de
este tipo de receptores en los espermatozoides obtenidos de las diferentes regiones del
epididimo, asi como los cambios de distribucion que experimentan estos receptores durante el
proceso de maduracién epididimaria. Se propone que estos cambios de distribucion de los
receptores a progesterona pueden obedecer a los cambios en los mecanismos de transporte de

calcio que ocurren durante ests mismo proceso de maduracion del espermatozoide.

Finalmente, se propone también que, durante el proceso de la eyaculacion, la fijacién de
los llamados factores descapacitantes, oculta o enmascara los receptores membranales a
progesterona y que sera necesario que estos factores descapacitantes se desprendan de Is
superficie espermatica para que puedan lievarse a cabo normalmente los procesos de
capacitacion y reaccién acrosomal que involucran, de manera muy importante, el transporte

eficiente de iones de calcio a través de la membrana acrosomal.

Reciéntemente se ha sugerido que el receptor a progesterona sobre la superficie de ia
membrana tal vez involucra un receptor GABA (Shi et al, 1995). Estos estudios han resaitado la
funcionalidad y existencia del receptor a progesterona en espermatozoides que han pasado por

un proceso de maduracién.
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